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Resumo

O péo de abelha é um produto apicola originado nos favos de mel, através da
fermentacdo latica do polen apicola recolhido e parcialmente processado pelas abelhas.
Este produto apicola tem uma composicdo quimica que o torna interessante, ndo so do
ponto de vista nutricional, mas também em termos das suas propriedades bioldgicas. No
entanto, este interesse ndo tem sido acompanhado pelos apicultores, devido ao acesso
limitado a informacédo cientifica e, por outro lado, devido & dificuldade associada ao
processo de extracdo deste produto.

O presente trabalho tem como objetivo geral valorizar o pdo de abelha através da
sua utilizacdo na obtencao de um produto diferenciado, neste caso uma mistura de pao de
abelha com mel. O objetivo especifico foi avaliar a estabilidade fisico-quimica e
microbioldgica deste produto ao longo de seis meses de conservagdo a temperatura
ambiente. A mistura (30% pé&o de abelha: 70% mel) foi analisada no momento de
preparacdo (T0) e ap6s um (T1), trés (T3) e seis (T6) meses. Para cada tempo de
armazenamento, foram avaliados varios parametros fisico-quimicos (pH, atividade da
agua, teor de humidade, teor de proteinas, teor de gordura, teor de hidratos de carbonos e
de acucares, teor de cinzas, acidez livre, cor, compostos fenolicos totais, flavonoides e
atividade antioxidante) e microbioldgicos (mesofilos aerdbios, bactérias do acido lactico,
leveduras e bolores, coliformes e Escherichia coli, Staphylococcus aureus e esporos de
clostridios sulfito redutores).

A mistura obtida apresentou teores de humidade, hidratos de carbono, proteinas,
gordura e cinzas de 12-14%, 77,52-83,03%, 6,01-6,40%, 1,89-2,78% e 0,72-0,77%,
respetivamente. Esta composicdo evidencia uma matriz alimentar nutricionalmente rica
em hidratos de carbono, devido a presenca de mel na sua composicdo (frutose e a
glucose). Foram ainda registados valores de pH e acidez livre compreendidos entre 3,4-
3,7 € 100,3-132,0 megKg, respetivamente, o que aliado a valores de atividade da agua
situados entre 0,53-0,57, poderdo conferir uma melhor conservacdo da mistura obtida,
retardando o crescimento de microrganismos. Para além disto, as misturas obtidas
apresentaram teores de compostos fendlicos totais de 4,35-8,3 mg/g, de flavondides 1,0-
1,14 mg/g e apresentaram uma atividade antioxidante, avaliada através do efeito

bloqueador de radicais livres DPPH, compreendida entre 39,24 e 55,13%.



Em termos dos resultados microbianos, os mesofilos aerdbios variaram entre 2,33
e 3,12 logio UFC/g, os bolores variam entre 2,52 e 2,56 logio UFC/g, as leveduras
variaram entre ndo detetado e 2,61 logio UFC/g, os esporos de clostridios sulfito-redutores
diminuiram ao longo do tempo, de 0,82 logio UFC/g para indetetavel, enquanto que as
bactérias do acido lactico, os coliformes, a e.coli e s.aureus ndo foram detetados. Os
resultados foram detetados em niveis baixos, ndo apresentado diferengas significativas
ao longo do tempo de armazenamento, mantendo-se assim a estabilidade microbiana,
porque durante tempo de armazenamento, 0S microrganismos mantiveram-se estaveis ao
longo do tempo.

Relativamente & avaliagdo da estabilidade fisico-quimica da mistura, verificou-se
que, de uma forma geral, ndo existiram variacOes estatisticamente significativas,
nomeadamente no que diz respeito a acidez livre, teor de humidade, teor de cinzas,
gorduras, proteinas, hidratos de carbono, agUcares e flavonoides. No caso da atividade da
agua, pH, cor, compostos fendlicos totais e a atividade antioxidante, verificaram-se
variacdes estatisticamente significativas, em que alguns possuem um reduzido impacto,
como é o caso dos compostos fendlicos totais, a atividade antioxidante e a cor. Os teores
de compostos fendlicos totais aumentaram ao longo do armazenamento (4,67 mg GAE/g
para a mistura recém-preparada e 8,30 mg GAE/g, ao final de 6 meses de
armazenamento), e a atividade antioxidante, que apresentou uma reducdo desde uma
percentagem de inibicdo de 46,9%, para a mistura recém-preparada, até um valor de
39,2%.

Os resultados obtidos evidenciam uma estabilidade microbiologica, fisico-
quimica e nutricional da mistura de pdo de abelha e mel, durante o periodo de
armazenamento avaliado. Neste sentido, este produto parece ser uma boa opcdo de
utilizacdo e valorizacdo do pao de abelha pelos produtores, permitindo assim aumentar o

rendimento obtido na pratica apicola.

Palavras-chave: apicultura, produto inovador, estabilidade, conservacéao



Abstract

Bee bread is a bee product produced in honeycombs through the lactic
fermentation of bee pollen collected and partially processed by the bees. This bee product
has a chemical composition that makes it interesting, not only from a nutritional point of
view, but also in terms of its biological properties. However, this interest has not been
followed up by beekeepers, due to limited access to scientific information and, on the
other hand, due to the difficulty associated with the process of extracting this product.

The general aim of this work is to enhance the value of bee bread by using it to
produce a differentiated product, in this case a mixture of bee bread and honey. The
specific objective was to evaluate the physicochemical and microbiological stability of
this product over six months of storage at room temperature. The mixture (30% bee bread:
70% honey) was analyzed at the time of preparation (T0) and after one (T1), three (T3)
and six (T6) months. For each storage time, various physicochemical parameters were
assessed (pH, water activity, moisture content, protein content, fat content, carbohydrate
and sugar content, ash content, free acidity, color, total phenolic compounds, flavonoids
and antioxidant activity) and microbiological parameters (aerobic mesophiles, lactic acid
bacteria, yeasts and molds, coliforms and Escherichia coli, Staphylococcus aureus and
sulfite-reducing clostridia spores).

The mixture obtained had moisture, carbohydrate, protein, fat and ash contents of
12-14%, 77.52-83.03%, 6.01-6.40%, 1.89-2.78% and 0.72-0.77%, respectively. This
composition shows a food matrix that is nutritionally rich in carbohydrates, due to the
presence of honey in its composition (fructose and glucose). There were also pH and free
acidity values of between 3.4-3.7 and 100.3-132.0 megKg?, respectively, which, together
with water activity values of between 0.53-0.57, could make the mixture better preserved
by slowing down the growth of microorganisms. In addition, the mixtures obtained had
total phenolic compound contents of 4.35-8.3 mg/g, flavonoids of 1.0-1.14 mg/g and
antioxidant activity, assessed through the DPPH free radical blocking effect, of between
39.24 and 55.13%.

In terms of microbial results, aerobic mesophiles ranged from 2.33 to 3.12 log1o
CFU/g, molds ranged from 2.52 to 2.56 logio CFU/g, yeasts ranged from not detected to

2.61 logio CFU/g, sulfite-reducing clostridia spores decreased over time, from 0.82 log1o



CFU/g to undetectable, while lactic acid bacteria, coliforms, e. coli and s.aureus were not
detected. The results were detected at low levels, with no significant differences over the
storage time, thus maintaining microbial stability, because during the storage time, the
microorganisms remained stable over time.

When it came to assessing the physicochemical stability of the mixture, it was
found that, in general, there were no statistically significant variations, particularly with
regard to free acidity, moisture content, ash content, fats, proteins, carbohydrates, sugars
and flavonoids. In the case of water activity, pH, color, total phenolic compounds and
antioxidant activity, there were statistically significant variations, some of which had little
impact, such as total phenolic compounds, antioxidant activity and color. The content of
total phenolic compounds increased over the course of storage (4.67 mg GAE/g for the
freshly prepared mixture and 8.30 mg GAE/g at the end of 6 months of storage), as did
the antioxidant activity, which showed a reduction from an inhibition percentage of
46.9% for the freshly prepared mixture to a value of 39.2%.

The results obtained show the microbiological, physico-chemical and nutritional
stability of the mixture of bee bread and honey during the storage period evaluated. In
this sense, this product seems to be a good option for producers to use and value bee

bread, thus allowing them to increase their beekeeping income.

Keywords: beekeeping, innovative product, stability, conservation
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1. Introdugéo

1.1. Enquadramento

A apicultura é uma pratica agricola, direcionada para o controlo e criacdo de
abelhas, com a finalidade de obtencédo de produtos apicolas, como o mel, a cera, o polen,
a propolis, a geleia real e o0 veneno de abelha (apitoxina). Para além destes produtos, é
possivel obter da colmeia o chamado pao de abelha, que resulta da fermentacéo lactica,
ocorrida ainda na colmeia, de uma mistura de p6len, mel e enzimas digestivas das abelhas
(Tomas, 2013). No entanto, o pdo de abelha é de dificil extracdo, sendo, por vezes,
necessario destruir os quadros para a sua obtencdo. Este facto, aliado ao reduzido
conhecimento das suas caracteristicas, tem contribuido para o pouco interesse dos
apicultores por este produto apicola, dai resultando valorizacdo. No entanto, mais
recentemente tem-se verificado o aumento na curiosidade, por parte da comunidade
cientifica, em torno deste produto.

O mel, que € o produto apicola mais produzido, € um alimento naturalmente
adocicado. E produzido pelas abelhas Apis mellifera, & base do néctar recolhido das flores
e de excrecOes de insetos que sdo processados pelas enzimas digestivas das abelhas, sendo
depois armazenado nos favos das suas colmeias para ser usado como o alimento delas
(Tomas, 2013). O mel é um alimento natural, por isso a sua avaliagdo microbioldgica e
fisico-quimica é de extrema importancia, ja que € muito usado por todos os consumidores,
exceto as criancas menores de 1 ano de idade. Para um melhor controlo da qualidade do
mel, deve-se monitorizar esses parametros durante o seu armazenamento, pois sé assim
sera possivel garantir a seguranca alimentar deste produto (Lopes, 2013). O mel é um
produto relativamente estavel, possui elevada riqueza em acUcares e contém um teor de
humidade reduzido. Para além disso, a sua atividade de agua (aw) Situa-se normalmente
abaixo de 0,60, o que faz com que o crescimento dos microrganismos responsaveis pela
deterioracdo do mel, como as leveduras osmotolerantes, seja inibido.

O péo de abelha € um produto apicola muito rico em proteinas, aminoacidos
essenciais, aclcares simples e acidos gordos (Smati, 2022). E a principal fonte de
proteinas para as larvas das abelhas e para o crescimento das abelhas jovens, e por isso
faz parte da alimentacédo das abelhas (Mohammad et al., 2020). Para além disso, 0 pdo de
abelha é visto com um alimento funcional, por possuir um alto valor nutritivo, para aléem

de uma elevada diversidade de compostos bioativos, tais como compostos fendlicos
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Tendo isto em consideracédo, o pdo de abelha tem sido classificado como um suplemento
alimentar precioso para o0 consumo humano, estando atualmente a ser cada vez mais usado
na alimentacdo devido as suas propriedades benéficas para a saide humana (Mohammad
et al., 2020).

1.2. Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo geral valorizar o pdo de abelha, que
atualmente é um produto apicola pouco valorizado. Pretende-se fazer a valorizacdo do
pdo de abelha através da sua utilizagdo na obtencdo de um produto diferenciado, neste
caso a mistura de péo de abelha com mel (30% pé&o de abelha: 70% mel). Sendo o0 mel
um auxiliar na valorizagéo e conservagdo desta mistura, pois 0 mel € um produto apicola
nutricionalmente interessante, que contém uma estabilidade 6tima devido as suas
caracteristicas nutricionais como, a aw, humidade e pH baixos e também uma viscosidade,
teores de agUcares e pressdao osmotica elevadas, e pelo facto de ser um produto muito
valorizado e conhecido pelos consumidores

O objetivo especifico foi avaliar a estabilidade fisico-quimica e microbioldgica
deste produto ao longo de seis meses de conservacéo a temperatura ambiente. A mistura
foi analisada no momento de preparacao (TO) e apds um (T1), trés (T3) e seis (T6) meses.
Para cada tempo de armazenamento, foram avaliados varios parametros fisico-quimicos
(pH, atividade da agua, teor de humidade, teor de proteinas, teor de gordura, teor de
hidratos de carbonos e de acUcares, teor de cinzas, acidez livre, cor, compostos fendlicos
totais, flavonodides e atividade antioxidante) e microbiologicos (mesofilos aerobios,
bactérias do acido lactico, leveduras e bolores, coliformes e Escherichia coli,

Staphylococcus aureus e esporos de clostridios sulfito redutores).
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2. Revisao da literatura

2.1. Mel
O mel é um alimento natural com elevado valor energético, sendo consumido no
mundo inteiro e utilizado para o tratamento de doencas desde ha muito anos (Caveiro,
2017).

De acordo com o Decreto-Lei n° 214/2003 de 18 de setembro, o mel é uma
“substancia agucarada natural produzida pelas abelhas da espéecie Apis mellifera a partir
do néctar de plantas ou das secrecfes provenientes de partes vivas das plantas ou de
excregdes de insetos sugadores de plantas que ficam sobre partes vivas das plantas, que
as abelhas recolhem, transformam por combinacdo com substancias especificas proprias,

depositam, desidratam, armazenam e deixam amadurecer nos favos da colmeia.”

Tendo em consideragcdo o mesmo Decreto-Lei, podemos ter diferentes tipos de

mel, de acordo com diferentes critérios:

e Aorigem:
o mel de néctar ou mel de flores;
o mel de melada.

e O modo de producdo ou apresentacéo:
o mel em favos;

o mel com pedacos de favos.

O mel é classificado como monofloral quando seu contetdo de polen é derivado
principalmente de flores de uma Unica familia, género ou espécie e possui propriedades
organoléticas e fisico-quimicas unicas. Se o polen representar mais de 45%, € considerado

monofloral de uma determinada espécie (Lopes, 2014).

No entanto, existem algumas exce¢des a esta regra geral, uma vez que existem
plantas que estdo sobre-representadas e sub-representadas no espectro do polen. A
percentagem a considerar é inferior a 45% para plantas sub-representadas e superior a
45% para plantas mais representativas, sendo que o valor a considerar dependera da

avaliagdo inicial da capacidade de producgéo de pdlen da planta (Lopes, 2014).
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Os aspetos organoléticos do mel, como o sabor e a cor estdo profundamente
relacionados com a origem floral, que é aplicada na tipificagdo do mesmo como medida
de valorizacéo do produto. Existe uma vasta multiplicidade de méis monoflorais, onde 0s
mais comuns sdo o mel de rosmaninho (Lavandula stoechas), o mel de urze (Erica

umbellata) e o mel de castanheiro (Castanea sativa) (Lopes, 2013).

O mel é um produto muito apreciado e procurado pelo consumidor, ja que tem
sido usado como alimento desde os primeiros tempos, representando uma fonte alimentar
sustentavel e natural, para além de oferecer muitos outros beneficios e vantagens para a
satide humana (Lopes, 2013). Como resultado das suas propriedades benéficas, o mel tem
sido utilizado em vérias culturas, por exemplo como remédio para as queimaduras,
cataratas e cicatrizagdo de feridas, uma vez que apresenta um efeito calmante ao ser
aplicado em feridas abertas (Alvarez-Suarez et al., 2010). Também contém um numero
elevado de compostos que Ihe conferem carateristicas bioativas, tais como, atividade
antioxidante, anticancerigena, anti-inflamatoria, antiteratogénica, analgésica e

antibacteriana (Caveiro, 2017).

2.1.1. Caracterizacao fisico-quimica

O mel possui uma composi¢do muito complexa tendo em torno de 200 substancias
(S. Lopes, 2013), sendo as mais abundantes 0os monossacarideos, como a frutose e a
glucose, contribuindo com cerca de 80 a 85% dos solidos soluveis totais (Delsin, 2019).
Em menor quantidade podem ser encontrados, os dissacarideos, como a maltose e a
sacarose, para além de alguns oligossacarideos (Delsin, 2019). Outros componentes que
estdo também presentes no mel, embora em reduzidas quantidades, sdo 0s sais minerais,
proteinas, vitaminas, &cidos organicos, aminoacidos, flavondides, acidos fendlicos,
compostos responsaveis pelo aroma e outros fitoquimicos (Alvarez-Suarez et al., 2010).

Para além disso, o mel também contém algumas enzimas importantes,
nomeadamente a didstase (a e B-amilase), a glicose oxidase e a invertase (a-glucosidase)
(Mia et al., 2021). Existem também outras enzimas como a catalase e a fosfatase acida.
Estas possuem a funcdo de catalisadores bioldgicos, isto é, aceleram a grande parte das
reacbes do mel e também sdo responsaveis pelas alteracBes que acontecem nas

propriedades fisico-quimicas e nutricionais de alguns méis (Caveiro, 2017).
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O mel apresenta na sua composicdo 18-22% de agua, sendo possivel encontrar
minerais, vitaminas, enzimas, &cidos organicos, proteinas, polifendis, compostos
aromaticos e aminoacidos, mas em proporcdes pequenas (llia et al., 2021).

Porém a sua composi¢cdo depende ndo sé da origem floral, ja que € ela que atribui
as carateristicas essenciais, mas também do clima, das condi¢Bes ambientais, da
manipulacdo e do processamento (Lopes, 2013).

A qualidade do mel é principalmente determinada pelas caracteristicas sensoriais,
fisicas, quimicas e microbiolégicas. Os critérios de qualidade fisico-quimica do mel
encontram-se bem definidos na Directiva CE n° 2001/110 de 20 de Dezembro 2001,
(Tabelal), e também podem ser delimitados pela pratica comercial (Directiva
2001/110/CE do Conselho, de 20 de Dezembro de 2001, relativa ao mel, 2001).

Tabela 1: Limites minimos e maximos estabelecidos para o mel de néctar e mel de melada
e misturas de mel de melada com mel de néctar (Diretiva 2001/110/CE do Conselho, de
20 de Dezembro de 2001, relativa ao mel, 2001).

Parametros Limites
Mel de néctar > 609/100g

Teor de Aculcares (Frutose e Glucose) Mel de melada e misturas de mel de melada com mel
de néctar > 45 g/100 g

Em geral 5 g/100 g:

Teor de Sacarose e  Citrus spp. <10g/100g;

e lLavandulaspp.<15g/100g

Teor de Agua Em geral <20%

Teor de Matérias Insollveis na Agua Em geral <0,1 g/100g

Condutividade Elétrica Em geral < 0,8 mS
Em geral < 50 meq/kg

Teor de Acidos Livres
e  Mel para uso industrial < 80 meq/kg

indice diastasico e teor de hidroximetilfurfural

(HMF), determinados ap6s tratamento e mistura:

Em geral > 8

e Indice Diastasico (escala de Schade) e  M@&is com baixo teor natural de enzimas e teor
de HMF néo superior a 15 mg/kg >3

d furfural ( ) Em geral < 40mg/kg
e  Hidroximetilfurfural (HMF
e  Mel de origem de clima tropical < 80mg/kg
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2.1.2. Caracterizacdo microbioldgica

A caraterizacdo da qualidade microbiolégica de um alimento gera muitas
informagdes que ajudam a analisé-lo em termos das condigBes de processamento e de
conservacgéo, as condi¢cdes em que devem ser feitas as distribuicdes para 0 consumo e 0
tempo de prateleira (Lopes, 2013).

Normalmente o mel é visto como um produto seguro microbiologicamente
(Alvarez-Suarez et al., 2010), uma vez que contém um teor de humidade e atividade da
agua (aw) baixo, um pH baixo, uma viscosidade alta, um teor de acucar elevado e a pressao
osmotica alta. Devido a essas carateristicas faz com que ndo haja crescimento
microbiano, pois elas inibem o crescimento dos microrganismos (Lopes, 2013).

No mel, as contamina¢des podem acontecer por meio de fontes primarias, como
por exemplo através do pélen, do trato digestivo da abelha, da poeira, do ar, da sujidade
e das flores, sendo muito dificil controla-los. Para além destas fontes priméarias de
contaminagédo, podemos também identificar fontes secundérias, relacionadas com 0s
manipuladores, as contaminagfes cruzadas e 0s equipamentos utilizados durante o
processamento do mel (Lopes, 2013).

Ainda assim, apesar do baixo pH e elevadas concentracBes de agucares, 0 mel
podera possibilitar o crescimento de algumas leveduras, nomeadamente as leveduras
osmofilas. Estas leveduras sdo tolerantes ao acucar, 0 que constitui um problema em méis
granulados. Contudo, o seu crescimento, e consequente processo de fermentacéo do mel,
é limitado dada a pouca agua a sua disposicao (Lopes, 2013). As leveduras osmofilas que
podemos encontrar no mel pertencem aos géneros Saccharomyces, Schizosaccharomyces,
Torula e Zygosaccharomyces (Cadez et al., 2015; Migdat et al., 2000; Rodriguez-
Andrade et al., 2019).

Os fungos filamentosos (bolores) tém também alguma relevancia na contaminagéo
do mel, dada a persisténcia dos seus esporos em ambientes extremos. Os géneros
predominantes sdo os xerdfilos Ascosphaera e Bettsia (Kacaniova et al., 2012), assim
como os xerotolerantes Alternaria, Aspergillus, Cladosporium e Penicillium (Kac¢aniova
etal., 2012; Kis et al., 2019; Rodriguez-Andrade et al., 2019; Sinacori et al., 2014)

Apesar de a microbiota do mel ser composta principalmente por bolores e
leveduras, podem também ser encontrados esporos de algumas bactérias, como Bacillus
spp. e Clostridium spp., que afetam de uma forma negativa a seguranga do mel e,

consequentemente, a respetiva qualidade (Grabowski & Klein, 2017; Vargas, 2006). Os
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esporos de bactérias mais correntes pertencem ao género Bacillus e nomeadamente B.
cereus, B. megaterium, B. pumilus, e B. coagulans (L6pez & Alippi, 2009; Sinacori et al.,
2014). No mel, os esporos de clostrideos sulfito-redutores indicam contaminagéo, mas
quase sempre estdo em baixas quantidades (Grabowski & Klein, 2017; Lopes, 2013;
Maikanov et al., 2019). Os esporos de espécies de Clostridium ndo tém capacidade de
germinar e produzir toxinas no mel, devido as condi¢@es limitantes de atividade de agua
e pH (Dorner, 2022). No entanto, a sua persisténcia pode conduzir a doencas apés a
ingestéo do mel.

A ingestdo do mel é particularmente perigosa para bebés e criancas, devido a
potencial presenca de esporos de C. botulinum, que podem germinar no intestino e gerar
a toxina botulinica in situ (Dorner, 2022). Em consequéncia disso, as autoridades
aconselnam que este produto ndo seja dado a criangas com idade inferior a 1 ano
(Autoridade de Seguranca Alimentar e Economica, 2005). Para além disso, mesmo que a
ocorréncia desses microrganismos seja baixa, também podem causar problemas em
pessoas com 0 sistema imunitario comprometido e/ou quando € usado de forma

terapéutica em feridas (Dorner, 2022).

2.1.3. Modo de conservagao

E de extrema importancia conhecer os componentes de um produto alimentar, bem
como as suas variagdes ao longo do armazenamento, de forma a garantir a qualidade do
mesmo num mercado cada vez mais exigente (Lopes, 2013). Para preservar a qualidade
do mel, é essencial conserva-lo de forma adequada, por isso € importante controlar alguns
parametros, particularmente a temperatura de conservacdo, uma vez que o mel € um
produto de facil deterioracdo em altas temperaturas (Lopes, 2013).

O mel pode ser conservado a temperaturas reduzidas, o que possibilita a
conservacdo do seu valor nutritivo e das carateristicas organoléticas (Lopes, 2013). No
entanto, a conservacdo a reduzidas temperaturas ndo consegue eliminar o0s
microrganismos, bem como a acao das suas toxinas. De facto, este método de conservacao
apenas retarda a acdo dos microrganismos, inativando-os temporariamente. No entanto,
em condicdes favoraveis, estes microrganismos retomam a atividade (Lopes, 2013).

Em relacdo a temperatura de conservacao do mel, pode-se observar que valores de
temperatura abaixo de 10 °C atrasam a granulagdo, visto que o intervalo de temperaturas

propicio para este processo se situa entre 10 e 18 °C. Para valores de temperatura
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compreendidos entre 11 e 21 °C, é possivel ocorrer fermentagdo do mel, enquanto que
temperaturas entre 21 e 27 °C nédo favorecem a fermentacdo e a granulagdo. No entanto,
para este intervalo de temperaturas, as enzimas presentes no mel sdo danificadas e a
producéo de hidroximetilfurfural (HMF) é favorecida, fazendo com que o mel fique mais
escuro. A temperaturas superiores a 27 °C os danos no mel sdo ainda mais rapidos
(Lopes, 2013). Deste modo, de uma forma geral, o ideal € o mel ser conservado a
temperaturas o mais baixas possivel, como 11 ‘C ou menos que isso, pois assim evita-se

que ocorra fermentacdo (Lopes, 2013).

2.2. Pao de Abelha

Os produtos da apicultura, de uma forma geral, tém vindo a ser reconhecidos pelas
suas propriedades nutricionais e farmacoldgicas. Recentemente, surgiu um interesse
acrescido, por parte da comunidade cientifica, pelo pdo de abelha, um produto apicola
menos conhecido, mas que também possui essas propriedades (Tomas, 2013). De facto,
este interesse é justificado pelo facto do pdo de abelha ser um alimento rico
nutricionalmente e bastante interessante do ponto de vista da sua atividade biologica
(Smati, 2022).

O pdo de abelha, ilustrado na Figura 1, € um produto apicola que, apesar das suas
propriedades nutricionais benéficas, ainda é relativamente desconhecido pelos
consumidores. Também € um produto que exige, por parte dos apicultores, algum
conhecimento para que se realize a sua extracdo da colmeia, visto ser um produto que se

desfaz facilmente ao ser tocado (Bakour et al., 2022).

Figura 1: A- Favo de mel com pdo de abelha; B- Pdo de abelha, apds extragdo do favo de mel.

O péo de abelha é uma combinacéo fermentada de saliva de abelha, p6len vegetal
e néctar de cor caramelo. E caracterizado por conter um sabor de frutas citricas, flores e

outras frutas que lhe conferem um sabor picante (Khalifa et al., 2020). Mas nem todos
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possuem um sabor picante como descrito na literatura, podemos encontrar pao de abelha
com um sabor adocicado e também meio amargo.

Para a sua sobrevivéncia, as abelhas necessitam de recursos florais de néctar que
servem como fonte de carboidratos e de p6len que fornece vitaminas, proteinas, lipidos e
minerais. Estas sdo as duas fontes essenciais de nutrientes para a sobrevivéncia,
procriacdo e resisténcia ao stresse (Vaudo et al., 2015). As abelhas, contudo, ndo se
alimentam diretamente do néctar ou do pdlen, mas provocam uma série de alteracdes
bioquimicas, fazendo com que o néctar se transforme em mel e o p6len em péo de abelha
(Bakour et al., 2022). O péo de abelha é classificado como um alimento funcional, visto
que, para além do seu valor nutricional, apresenta diversas carateristicas adicionais como
a capacidade de curar e preservar, devido as moléculas bioativas que possui na sua

composicao (Bakour et al., 2022).

2.2.1. Caracterizacao fisico-quimica
O péo de abelha possui uma composicdo muito complexa, como se pode verificar
na Tabela 2 (Smati, 2022). E um alimento conhecido pelo seu alto valor nutricional,
quando comparado com o mel, por ser rico em vitaminas, minerais essenciais (magnésio,
calcio, potassio e zinco) e compostos fenolicos (Khalifa et al., 2020) como o kaempferol
e a quercetina que contribuem ativamente para as propriedades antioxidantes do pao de

abelha (Mohammad et al., 2020), hidratos de carbono, proteinas e lipidos (Barta et al.,

2022)
Tabela 2: Composicdo nutricional do pdo de abelha. (Khalifa et al., 2020)
Parametro Composicao (g/100 g pdo-de-abelha)
Conteutdo de 4gua 5,91
Conteudo lipidico total 7,79
Proteina total 20
Hidratos de carbono 24-35
Frutose 18,95
Glicose 11,54
Acidos gordos Acidos gordos saturados de cadeia média(C10-C18) Acidos
gordos saturados de
cadeia longa (C20-C24)
Vitaminas Vitamina B, B, B7, C,E,KeP
Magnésio 0,061
Sédio 0,014
Zinco 0,003
Manganés 0,002
Fosforo 0,251
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Enzimas Sacarase, amilase, fosfatases

Numa perspetiva qualitativa, a composicdo quimica do pdo de abelha apresenta
algumas semelhangas relativamente a do polen. No entanto, do ponto de vista
quantitativo, € possivel identificar algumas diferencas, nomeadamente no que se refere a
quantidade de acUcares e de &cido lactico. No caso particular da glucose e sacarose, 0
polen apresenta 13,4 e 4,3 g/100g, respetivamente, enquanto que o pao de abelha contém
5,7 9/100g de glucose, ndao tendo sido detetada sacarose (Barta et al., 2022).
Relativamente ao acido latico, a quantidade presente no pao de abelha € seis vezes maior
do que no polen (Smati, 2022). Em termos da composicdo nutricional, o pdo de abelha
varia de acordo com o valor local e sazonal do pélen, apresenta um valor de proteina e
gordura baixo, contém maior variedade de agUcares que o polen e teores de agucares
redutores mais abundantes (Khalifa et al., 2020). Os teores de tocoferois sdo
consideraveis, e contém um teor de carboidrados e acido latico elevados (Barta et al.,
2022). Normalmente, o pao de abelha possui os mesmos acidos gordos que o polen
(Khalifa et al., 2020). No entanto, o pdo de abelha e o pdlen tém valores de pH diferentes,
em que o pdo de abelha tem 4,2 e o polen fresco tem 7,2, isso por causa da formacgéo de
acido lactico (Smati, 2022).

Como resultado das diferengas em termos da composi¢do, o pdo de abelha
apresenta uma biodisponibilidade superior a do pdlen (Khalifa et al., 2020). Este facto
acontece por causa da rutura da parede durante a fermentacéo lactica que o polen sofre
no interior da colmeia, tornando-o em pédo de abelha. Isso faz com que a sua
biodisponibilidade aumenta, tendo assim como resultado uma maior absorcéo através das
células epiteliais intestinais humanas (Khalifa et al., 2020).

O péo de abelha proporciona aminoécidos essenciais, ou seja, que 0 homem nao
consegue sintetizar, como a metionina, lisina, treonina, histidina, leucina, isoleucina,
valina, fenilalanina e triptofano (Smati, 2022). Para aléem disso, contém uma grande
variedade de enzimas, nomeadamente a fosfatase 4cida, leucina aminopeptidase, -
glicosidase, N-acetil-B-glucosaminidase, a -glicosidase e p-galactosidase (Smati, 2022).

No entanto, tal como referido por Mohammad et al. (2020), e conforme ilustrado
na Tabela 3, a composi¢do quimica do pdo de abelha é bastante diversificada, podendo
ser influenciada por fatores como a origem boténica, o tipo de solo, a condigéo climatica,
a localizacdo geografica e as atividades dos apicultores ou tratamentos de armazenamento
na produgéo comercial (Mohammad et al., 2020).
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Para além dos compostos referidos anteriormente, o pdo de abelha contém ainda

uma grande variedade de compostos responsaveis pelo aroma, tal como evidenciado num

estudo realizado por Khalifa et al. (2020), onde foram identificados varios acidos

alifaticos insaturados, carboidratos, aminodacidos, alcoois, aldeidos, derivados de

terpenos, cetonas, nitrilos e furfural (Khalifa et al., 2020).

Tabela 3: A composicdo quimica do pdo de abelha de alguns paises diferentes do mundo
(Bakour et al., 2022). (continua)

, - Amostras Espécie de .
Componente Meétodo utilizado P Pais
usadas abelhas
Fenilalanina, Valina, Histidina,
Metionina, Isoleucina, Leucina,
Treonina, Alanina, Arginina, Tirosina, Separacéo Quatro amostras Heterotrigona , .
.. . . . . e . . . Malésia
Glicina, Prolina Hidroxiprolina, Serina, cromatogréfica multiflorais itama
Acido Glutamico, Acido Aspértico e
Lisina
Aminoéacidos Alanina, Acido Aspartico, Glutamina,
livres Serina, Leucina, Iso-leucina, Metionina Duas amostras . .
. ! . PO GC/MS Apis mellifera EUA
Treonina, Valina, Triptofano, Cisteina, ( ) (n.d.) P
Fenilalanina, e Prolina.
Aspartato, Glutamato, Asparagina,
Serina, Glutamina, Histidina, Glicina,
Treonina, Arginina, Alanina, Acido y- Cinguenta e uma
aminobutirico, Tirosina, Cisteina, UHPLC amostras de pdo Apis mellifera Inglaterra
Valina, Metionina, Triptofano, de abelha
Fenilalanina, Isoleucina Leucina, Lisina
e Prolina.
, Frutose, Glicose, Melezitose e Rafinose HPLC-RID Uma amostra n.i. Roménia
Aclcares (n.d)
. Uma amostra .
Trealose, Glicose e Frutose HPLC-RID . n.i. Marrocos
multifloral
cido p-cumérico, acido rosmarinico, Uma amostra
miricetina, luteolina, Quercetina e HPLC-DAD (nd) n.i. Roménia
Kaempferol h
Hesperetina, Quercetina-O-hexosil-O-
rutinosideo, Quercetina-diglicosideo,
Metil herbacetina-O-di-hexosideo,
e . Kaempferol-O-di-hexosideo, Metil
Polifenois . .
herbacetina-O, rutinosideo,
Isorhamnetlna-O-pentos.ll-he’x03|deo, HPLC-DAD- A .
Kaempferol-3-O-rutinosideo, ESIMS Trés amostras. n.i. Portugal

Quercetina-3-O-glicosideo, Hexosideo
de quercetina-O-malonil, hexosideo de
Kaempferol-O-malonil, Di-p-
cumaroilspermidina, Kaempferol-3-O-
ramnosideo e Isorhamnetina-O-
desoxihexosideo
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acido p-cumarico, kaempferol, crisina e

apigenina acido cafeico, HPLC Nove simples ni
(nd.) -

Lituania

n.i. — ndo identificado

Tabela 3: A composicao quimica do pdo de abelha de alguns paises diferentes do mundo
(Bakour et al., 2022). (continuagéo)

. - Amostr Espéci p
Componente Meétodo utilizado ostras specie de Pais
usadas abelhas
Butandico, Hexandico, Octandico,
Decandico, Undecanoéico, Dodecandico,
Tridecandico, Tetradecanadico, Oito amostras
Pentadecandico, GC-MS . n.i. Peru
- - monoflorais
HexadecanoicoHeptadecandico,
o Octadecanodico, Icosandico,
Acidos Gordos . - .
Heneicosanoico, Docosandico
Acido butanéico, acido hexanoico,
4cido octandico, acido decandico, Acido
undfecanou,:g, ac!d_o dodecanmcol, _aC|do GC-MS Uma amostra i Roménia
tridecanoico, acido tetradecandico, (nd.)
acido (cis-9) (2)-tetradec-9-endico,
acido pentadecanoico, (cis-10).
Acido glucénico, 4cido formico, acido Uma amostra
Acidos latico, &cido acético, &cido succinico, HPLC-DAD (nd) n.i. Roménia
organicos Acido propiénico, acido butirico h
Acido oxalico UFLC-PDA Uma a}mostra n.i. Marrocos
multifloral
Vitamina A, \_/|tam|n_a E, Tiamina e HPLC Uma amostra Hete_rotrlgona Malasia
Riboflavina (nd.) itama
Vitaminas i
Ca, Fe, K, Mg, Na, Zn, P, Pb, Ni, Se, ICP-AES Uma a}mostra ni. Marrocos
Mn, Co, Cu e Cd multifloral
atro amostras Heterotrigona L
Ca, Fe, K, Mg, Mn, Na, Zn, P e Se ICP-MS Qu '9 Malasia

multiflorais itama

n.i. — ndo identificado

2.2.2. Caracterizacdo microbiologica
A composicdo microbiolégica de um produto € muito importante para a sua
qualidade e conservacgdo. Assim, é importante avaliar e controlar os microrganismos que
podem estar presentes no produto, de forma a manter as carateristicas originais e
transmitir seguranca ao consumidor. Por isso, para compreendermos a qualidade
microbiolégica do pdo de abelha, é preciso controlar os microrganismos que estdo

presentes na transformacao do pdlen em péo de abelha.
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Como consequéncia da acdo microbiana, o polen é transformado em péo de abelha,
através da ocorréncia de processos de fermentagdo levados a cabo principalmente por
Pseudomonas spp., bactérias do acido latico e leveduras (AOSAN, 2015). Os
microrganismos que podemos encontrar no pdo de abelha s&o transmitidos pela saliva das
abelhas e, sendo um produto complexo, pode conter grande variedade de microrganismos,
entre bactérias e fungos. E um produto abundante em bactérias laticas, por exemplo
Apilactobacilluskunkeei, Lactiplantibacillus plantarum, Fructobacillus fructosus,
Levilactobacillus brevis, Lactobacillus musae, Lactobacillus crustorum e Lactobacillus
delbrueckii (Bakour et al., 2022). Estes microrganismos tém uma funcdo fundamental na
alimentacdo e na salde das abelhas dando-lhe varios nutrientes. Por ser rico em
microrganismos probidticos, o pdo de abelha é considerado um produto funcional
(Bakour et al., 2022).

No entanto, também encontramos fungos na sua composicdo, Ccomo
Cladosporium, Penicillium, Alternaria, Monilinia, Sclerotinia, Ascosphaera,
Toxicocladosporium, Botrytis, Pseudopithomyces, Camerosporium, Paraconiothyrium,
Podosphaera, Golovinomyces, Paraphaeosphaeria, Periconia e Septoriella (Bakour et
al., 2022; Dimov et al., 2021; Disayathanoowat et al., 2020; Sinpoo et al., 2017).

A quantidade de dgua presente no pdo de abelha fresco pode variar entre 12 e 20%,
dependendo bastante da época de colheita, do clima e do manuseamento do produto
(Tomas, 2013). Num estudo realizado por Smati (2022), foi utilizado pdo de abelha
portugués fresco que apresentou valores de atividade da &gua e contetdo em dgua de 0,57
e 16,5%, respetivamente (Smati, 2022). No entanto, como mostra a Tabela 4, os valores
da atividade da 4gua também podem variar bastante, dependendo da origem (especifica e

geogréfica) do pao de abelha.

Tabela 4: Comparacdo da atividade da &gua (aw) de pdo de abelha produzido por
diferentes espécies de abelhas (Mohammad et al., 2020; Smati, 2022).

Espécie de abelha aw Observacgoes Pais
Apis mellifera 0,57 Fresco Portugal
Heterotrigona itama 0,729 a 0,852 Fresco Brasil
Melipona seminigra 0,910 Fresco Brasil
Melipona interrupta 0,850 Fresco Brasil
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Colhida em diferentes

Melipona scutellaris 0,920 € 0,930 estacOes do ano: estacdo Brasil
seca e estacdo chuvosa
Tetragonula biroi 0,600 a 0,690 Desidratado Brasil

Considera-se que 0s microrganismos apenas crescem a uma aw superior a 0,60 pelo
que a secagem do pédo de abelha abaixo desse valor faz com que tenha um prazo de
validade maior (Mohammad et al., 2020). Ja no pdo de abelha fresco, a aw elevada, faz
com que tenha maior probabilidade de crescimento de microrganismos, incluindo
bactérias patogénicas e os fungos de deterioracdo, que podem ainda ser responsaveis pela
producéo de toxinas no produto (Mohammad et al., 2020).

Além do baixo valor de aw, 0 fraco acesso de oxigénio ao pao de abelha na colmeia
serve também como fator de conservacgéo, pois limita o crescimento de microrganismos
aos anaerobios, como as bactérias laticas (LAB) e Bacillus spp. (Mohammad et al.,
2021a).

De acordo com Mohammad et al. (2021) o tempo de armazenamento do pao de
abelha é outro fator que favorece o crescimento de bacterias. Por isso deve ser controlado
de forma adequada, porque ao ser armazenado por muito tempo pode ter uma acumulacao
de acido latico elevado e fazendo com que as bactérias tenham um ambiente desfavoravel

para o seu crescimento (Mohammad et al., 2021a).
2.2.3. Modo de obtencéo e conservagao

2.2.3.1.Modo de obtencédo

Num trabalho realizado por Khalifa et al. (2020), foram avaliados varios métodos
para a extracdo do pédo-de-abelha dos favos de mel, nomeadamente métodos manuais
como a imersdo de favos de mel em agua, extracdo manual por vibracdo, secagem e
separacdo de granulos por secagem a vacuo, congelamento, segmentacéo e filtracdo de
particulas de cera. No entanto, nenhum dos métodos se mostrou particularmente
adequado. tendo-se verificado que as imersGes em agua ocasionavam uma perda de
nutrientes consideravel (Khalifa et al., 2020).

A nivel industrial, é possivel realizar a extracdo do pdo de abelha, através de um
processo que se encontra dividido em 4 fases distintas (secagem, segmentacao, filtracdo

e desinfecdo) e que se descreve de seguida (Akhmetova et al., 2012):
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Secagem — numa fase inicial, para que a secagem seja feita de forma rapida, deve
remover-se a camada de mel que cobre o pao de abelha. De seguida, o pdo de abelha é
secodo a 40 °C, durante 8 a 10 h, até se atingir um teor de humidade de 14 a 15%,
seguindo-se uma secagem feita em vacuo a 40 °C, durante 5 a 7 h até se atingir uma
humidade de 10%;

Segmentacao - nesta etapa, o pao de abelha é congelado a temperatura de -1 °C e,
posteriormente, moido com intervalos de moagem de 4, 9 e 5 minutos;

Filtracéo - ap6s a segmentacéo, os residuos de cera sdo removidos através de uma
filtracdo com recurso a uma maquina de limpeza de sementes;

Desinfecdo — por fim, o pdo de abelha € sujeito a uma esterilizacdo, usando raios
gama e uma mistura de gases, contendo 6xido de etileno e de metileno (Akhmetova et al.,
2012). No entanto, de acordo com as mais recentes recomendacdes da Unido Europeia,
esses produtos ja ndo podem ser usados na agricultura.

Com estes processos, € possivel obter um maior rendimento, devido ao uso de
utensilios apoiados em métodos convectivos e atuais que ndo destroem o produto (Khalifa
et al., 2020), para além de possibilitar a manutencdo das suas caracteristicas nutricionais,

nomeadamente no que diz respeito as vitaminas (Akhmetova et al., 2012).

2.2.3.2. Métodos de conservacao

Quando nos referimos ao tema “Alimentos”, é necessario ter a maior atengao em
termos da qualidade e seguranca alimentar, ja que sdo fatores de extrema importancia,
ndo s para os produtores, mas também para os consumidores. A qualidade dos alimentos
deve ter em conta as carateristicas microbioldgicas, nutricionais, legais e sensoriais,
enquanto que a vertente relacionada com a seguranca dos alimentos esta diretamente
ligada aos problemas/riscos que 0s mesmos podem causar a satde do consumidor.

O conceito de prazo de validade pode ser definido como um intervalo de tempo
no qual o produto alimentar se mantém seguro, ndo causando qualquer tipo de dano para
a saude do consumidor, e em condi¢6es para o respetivo uso (Man, 2015). Os produtos
alimentares, de uma forma geral, e o pao de abelha, em particular, devem ser mantidos
em condicBes Gtimas de armazenamento para um consumo sem riscos, possibilitando a
manutencdo das propriedades microbioldgicas, sensoriais, fisicas e funcionais
pretendidas e devendo corresponder as informag6es nutricionais explicitas no rétulo.

Assim, para um dado produto alimentar é possivel definir 3 tipos de prazos de validade
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diferentes (microbioldgico, quimico e organolético) que correspondem a diferentes
categorias de alteracbes que se verificam ao longo do respetivo periodo de
armazenamento (Man, 2015).

De forma a uma adequada valorizacao do pao de abelha € necessario avaliar alguns
pardmetros fundamentais, como a sua estabilidade quimica e microbioldgica. Assim, para
prolongar o tempo de prateleira do péo de abelha € preciso criar formas de conservacao
préprias para obter um alimento com uma qualidade microbiolégica superior, mas
simultaneamente mantendo as suas carateristicas fisico-quimicas e bioativas (Smati,
2022).

A conservacdo do pao de abelha é muito facil, quando comparada com a
conservagdo do polen. De uma forma resumida, é necessaria uma secagem para reduzir o
teor de humidade, fazendo com que nédo se registe o crescimento de bolores (Tomas,
2013), devendo ser conservado a uma temperatura de 5-8 “C, perfeitamente fechado
(Khalifa et al., 2020). Mas o péo de abelha também pode ser armazenado no congelador
ou até mesmo agregado junto com o mel (Tomas, 2013). Para evitar que o pdo de abelha
capte humidade, pode-se armazenar em dessecadores, de modo a evitar reacGes dos
constituintes do pao de abelha com a agua, o que iria reduzir significativamente o seu
tempo de prateleira, devido a ocorréncia de processos de fermentacdo (Khalifa et al.,
2020). De acordo com Tomas (2013), a concentracdo do pao de abelha no mel ndo pode
ser superior aos 15%. Essa mistura pode ser consumida de forma direta ou misturada com
outros alimentos, como por exemplo iogurtes, saladas, entre outros, caracterizando-se por
um sabor adocicado e sendo mais facil de ingerir do que o pdlen (Tomas, 2013).

Apesar da importancia que o pao de abelha tem vindo a conquistar, a pesquisa
bibliogréafica realizada para a elaboracdo deste relatério evidenciou que, na maioria dos
casos, 0 processo de conservacao deste produto apicola se resume a utilizacdo de um
namero reduzido de métodos, como é o caso da conservacdo a temperatura ambiente e
conservacdo a temperatura reduzida.

Num estudo feito por Smati (2020), foram avaliados varios métodos para a
conservacdo da qualidade microbiana do pao de abelha, nomeadamente o congelamento,
a liofilizacdo, a secagem no forno e a conservacdo a temperatura ambiente. O trabalho
realizado permitiu concluir que a secagem no forno e a conservagdo a temperatura
ambiente foram os métodos que possibilitaram a obtencdo de melhores resultados. A

secagem no forno e a conservagdo a temperatura ambiente foram capazes de manter a
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estabilidade microbiana do pédo de abelha por, pelo menos, seis meses de armazenamento,
enquanto que a liofilizagdo e o congelamento ndo apresentaram resultados satisfatorios

na conservacgéo da qualidade microbiana do péo de abelha (Smati, 2022).

2.2.4. Beneficios e valorizagao

Como referido anteriormente, o pdo de abelha € um alimento rico em proteinas,
acucares, aminoacidos essenciais e acidos gordos (Tomas, 2013). Contém ainda diversas
substancias bioativas, possuindo um valor nutritivo elevado, que a nivel da saide humana
tem um efeito positivo (Margaoan et al., 2019). Segundo alguns estudos, tem um elevado
potencial apresentado como suplemento alimentar, atuando na prevencéo e tratamento de
varias doencas (Tomés, 2013) e tendo sido reportado como anti-inflamatorio,
anticancerigeno, antinociceptivo (tem a capacidade de parar a dor), para além de possuir
propriedades antidiabéticas (Mohammad et al., 2021b).

O pédo de abelha tem uma acdo positiva no sistema imunitario, parecendo
contribuir para uma melhor memoria e concentracdo dos individuos que o incluem na sua
alimentacdo (Smati, 2022). Alguns estudos também referem o elevado valor de vitamina
B, bem como o seu papel no fornecimento de energia quando usado numa atividade fisica
(Smati, 2022). Atua também em casos de depressdo e inflamacdo do cortex cerebral.
Possui ainda um poder regulador do sistema digestivo, auxiliando em doencas, como a
colite, constipacdo, diarreia, para além de ativar o apetite (Smati, 2022).

Outros efeitos benéficos atribuidos ao pdo de abelha incluem o combate a
problemas da préstata em homens (Smati, 2022). Auxilia também na melhoria dos niveis
elevados de colesterol no sangue, mantendo-o equilibrado, ajuda no desempenho do
figado, da vesicula biliar e da pressdo arterial. Para além disso, esta provado que ajuda no
envelhecimento e na anemia, devido as suas carateristicas antioxidantes (Smati, 2022).

Bakour et al. (2022), realizaram diversos ensaios in vitro e in vivo onde ficaram
evidentes as propriedades farmacoldgicas de amostras de pdo de abelha de diversas
origens geograficas. Este estudo demonstra que existe um vasto campo para a exploracao
dos efeitos benéficos do pdo de abelha ao nivel da saide do consumidor, quando incluido
numa alimentacdo diversificada e equilibrada (Bakour et al., 2022).

No passado, o pdo de abelha era um produto totalmente desconhecido pelos

consumidores. Mas recentemente, 0 pao de abelha tem vindo a despertar algum interesse
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junto dos consumidores, como resultado da divulgacao de alguns estudos cientificos que
reportam as potencialidades deste produto da colmeia. Para além da publicacéo de estudos
com informagdo sobre a composicéo e propriedades do pdo de abelha, uma outra forma
de valorizar este produto é o desenvolvimento de novos produtos onde o pdo de abelha
seja incorporado. Um exemplo desta estratégia é o trabalho realizado por Vilares (2020),
onde se desenvolvem barras energéticas com incorporacao de produtos apicolas como o
polen apicola e o pdo de abelha (Vilares, 2020). No entanto, ao contréario do que sucede,
por exemplo com o mel e o pdlen apicola, ainda existe um longo caminho a percorrer no
que se refere a valorizacdo do pao de abelha. Assim, este trabalho pretende dar mais um
contributo nesse sentido, através da preparacdo de um produto diferenciado, neste caso
misturas de mel com péo de abelha, e avaliagdo da respetiva estabilidade ao longo do

armazenamento.
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3. Materiais e métodos

3.1. Preparacdo das matérias-primas

Para o desenvolvimento deste trabalho, foram recolhidos favos de mel,
proveniente da regido do Nordeste Transmontano, e de mel de Rosmaninho proveniente
da regido do Algarve.

Apos a recolha do favo de mel, procedeu-se a sua extracdo do pdo de abelha do
interior do favo e a sua limpeza, utilizando o equipamento ilustrado na Figura 2.

De seguida, o pdo de abelha foi armazenado no congelado de forma a conserva-lo
até proceder a mistura do pao de abelha com mel.

Figura 2: Maquina usada para a extragdo do pdo de abelha do favo.

3.2. Preparacéo da mistura

Apos a extracdo do pdo de abelha, prepararam-se as misturas com 0 mesmo
juntamente com o mel.

As misturas foram preparadas em frascos estéreis diferentes, para os 6 meses de
analises (em triplicados) de forma a evitar a contaminacao e que alguns tenham mais péo
de abelha ou mel do gque os outros. Para cada frasco foi pesado cerca de 40,8 g de pdo de
abelha e 95 g de mel. A mistura correspondia a uma proporcdo de 30 % de péo de abelha
e 70 % de mel. A escolha da proporcdo foi definida tendo por base uma avaliacdo prévia
da aceitabilidade do produto.

De seguida, os frascos foram armazenados em prateleiras a temperatura ambiente
e estiveram expostos a luz, para refletir as condi¢cbes normais no mercado. As misturas

foram analisadas em diferentes tempos de armazenamento:
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- imediatamente ap0s a preparacao da mistura (tempo de armazenamento 0);
- um més apos a preparacdo da mistura (1 més de armazenamento);
- trés meses apos a preparacdo da mistura (3 meses de armazenamento);

- seis meses apds a preparacdo da mistura (6 meses de armazenamento).

Pao de abelha

Figura 3: Preparacdo da mistura de pdo de abelha e mel.
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3.3. Plano de amostragem

3.3.1. Matérias-primas
As matérias-primas, tanto o0 mel como o pao de abelha, foram caraterizados para
0s mesmos parametros fisico-quimicos e também microbiol6gicos. Mas nas fisico-
quimicas, o teor de gordura foi avaliado somente no pdo de abelha, ja que o mel ndo
possui teor de gordura na sua composicao.
As matérias-primas foram caracterizadas quanto aos seguintes parametros fisico-

quimicos e microbioldgicos e descritos nas sec¢des 3.4.1 e 3.4.2:

Fisico- quimicos: Microbiologicos:

- cor; - mesofilos aerdbios;

- pH; - bolores e leveduras;

- acidez livre; - coliformes totais;

- teor de humidade; - Escherichia coli;

- atividade da agua - Staphylococcus aureus;

- teor de proteinas; - esporos de clotridios sulfitos
- teor de gorduras; redutores;

- teor de cinzas; - bactérias do acido lactico.

- teor de hidratos de carbono;
- teor de acUcares;

- compostos fenolicos totais;
- flavondides;

- atividade antioxidante.
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3.3.2. Mistura
Antes da realizagdo das analises das misturas, as amostras foram homogeneizadas,
usando um Ultra-Turrax com a velocidade de 6500 t/min, em ambiente asséptico, de
forma a garantir que ndo existisse qualquer contaminagdo das mesmas durante o processo.
As misturas foram analisadas relativamente aos parametros fisico-quimicos e

microbioldgicos descritos nas seccdes 3.4.1 e 3.4.2. Foram avaliados os seguintes

parametros:
Mistura
Fisico- quimicos: Microbioldgicos:
- cor; - mesofilos aerobios;
- pH; - bolores e leveduras;
- acidez livre; - coliformes totais;
- teor de humidade - Escherichia coli;
- atividade da agua; - Staphylococcus aureus;
- teor de cinzas; -esporos de clotridios
- teor de proteinas; sulfitos redutores;
- teor de gorduras; - bactérias do acido lactico.

- teor de hidratos de carbono;
- teor de acUcares;

- compostos fenolicos totais;
- flavonoides;

- atividade antioxidante.

Figura 4: Homogeneizacdo da mistura para andlise.
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3.4. Métodos analiticos
3.4.1. Parametros fisico-quimicos

3.4.1.1. Anélise polinica

Este pardmetro foi avaliado apenas para as matérias-primas. Para a analise polinica
do péao de abelha, 0 método utilizado para a sua identificacdo foi o método acetolitico,
que se descreve brevemente de seguida. Num tubo, colocou-se aproximadamente 1 g de
pdo de abelha e 1 g de mel, previamente homogeneizado com recurso ao almofariz,
adicionando agua destilada de modo a amolecer um pouco, e agitou-se vigorosamente
num vortex. De imediato, foram retirados 200 pL desta mistura, colocados num outro
tubo e submetidos a uma centrifugacdo de 1000 g durante 5 minutos. O sedimento
resultante foi sujeito a acetolise (Louveaux et al., 1978; Vilares, 2020), com as
modificagdes recomendadas (Ohe et al., 2004; Vilares, 2020). Procedeu-se a identificacao
e contagem polinica num microscépio 6tico com objetiva de imersdo. Foram contados
mais de 1200 gréos por preparacao (Vergeron, 1964; Vilares, 2020). Esta analise foi
realizada com o apoio do LabApis YT,

Para a analise polinica do mel, foram utilizados 10 g da amostra de mel que foi
dissolvida em 20 mL de agua destilada e centrifugada a 3500 rpm durante 10 min. Depois
de descartar o liquido sobrenadante, foi adicionado 2 mL de acido acético glacial e agitado
num vortex. O tubo foi centrifugado nas mesmas condicdes e o liquido sobrenadante
eliminado. Em seguida, foram adicionados 2 mL da solucao de acetdlise (anidrido acético
e 4cido sulfurico, na proporc¢éo de 9:1) e a solucéo foi agitada no vértex (Louveaux et al.,
1978; Mouffok, 2021). O tubo foi colocado num banho de &gua a ferver durante 3
minutos. Apos arrefecimento e centrifugacdo, o sobrenadante foi rejeitado e foram
adicionados 4 ml de solucéo de glicerol a 50 %, seguindo-se outra etapa de centrifugacao
e remocao do sobrenadante. De seguida, foi adicionado um volume de glicerol-gelatina e
imediatamente agitado em vértex. Posteriormente, foram pipetados 17 yL da mistura e
espalhados numa lamina a 40 °C. As laminas foram deixadas em repouso, a temperatura
ambiente, numa posicao invertida. Depois de selar as lamelas com verniz para unhas, as
ldminas foram observadas ao microscopio 6tico, com uma ampliagdo de 1000X, tendo

sido contados e identificados aleatoriamente 500-1000 grdos de polen por amostra e

40



linhas completas na &rea da lamela (Louveaux et al., 1978; Mouffok, 2021). Este trabalho

foi realizado com o apoio do LabApiOsU™P.

3.4.1.2. Determinacéo da cor

O pardmetro cor foi avaliado, com recurso a um colorimetro portétil, no pao de
abelha, bem como na mistura do pdo de abelha com o mel. Foi utilizado um Colorimetro
portatil CR-400 / CR-410 (Figura 5a), que é previamente calibrado, obtendo-se as
coordenadas da cor do sistema de escala CieLAB. Neste sistema o valor de L, representa
a luminosidade, em que quanto maior o seu valor, mais clara é a amostra analisada, 0 a*
corresponde a variacdo da gama de cor entre vermelho (+) e verde (-), 0 b* corresponde
a gama entre amarelo (+) e azul (-), o C* corresponde a intensidade ou pureza da cor e,
por fim, o h (tonalidade) que permite uma determinacdo precisa da cor
tridimensionalmente.

No caso do mel, a sua cor foi avaliada através de analise colorimétrica. A amostra
de mel foi colocada em cuvete e analisada de seguida pelo colorimetro C221 (Hanna
Instruments, Woonsocket, RI, USA) (Figura 5b). Os méis foram classificados de acordo
com a escala de Pfund, diretamente através da leitura no instrumento de medida (Lopes,

2014). Todas as amostras foram analisadas em triplicado.
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Figura 5: Determinacdo da cor: (a) - Colorimetro portatil CR-400 / CR-410; (b) - Colorimetro C221

Fonte (a):https://sensing.konicaminolta.us/wp-content/uploads/picturetwo-kzip041t20.png

3.4.1.3. Determinacao do pH e acidez livre
A determinacdo da acidez livre foi feita através de um titulador automatico AQUA
LAB (Figura 6). Para a amostra de mel, foi utilizado o procedimento que se encontra
referenciado pela International Honey Commission (IHC). Inicialmente, foi preparada
uma solucéo dissolvendo 10 g de mel em 100 mL de &gua desionizada. Para a mistura o

procedimento foi feito da mesma forma que o mel. De seguida, pipetou-se 25 mL desta
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solucdo para um matraz onde se colocou o elétrodo de pH, registando o valor inicial de
pH, e procedendo-se de seguida a titulagdo desta solu¢do com hidréxido de s6dio (NaOH)
0,1 mol.dm™. O volume de base gasto para atingir o ponto de equivaléncia (pH=7) foi
registado. O valor obtido permite determinar a acidez livre que é a medida obtida pela
titulagdo com hidroxido de sddio (NaOH) até ao ponto de equivaléncia (pH=7). Para o
péo de abelha, o procedimento foi semelhante, mas a quantidade de amostra pesada foi
de 5 g para 50 mL de agua desionizada, e foi levado a um agitador antes de medir a acidez
livre, para que o pao de abelha pudesse dissolver. (Bogdanov, 2002).

Figura 6: Titulador automatico

3.4.1.4. Teor de humidade
O teor de humidade do pao de abelha e da mistura foi determinado através de
balanca de infravermelho a 105 °C (Figura 7a), usando uma massa de amostra de 2 g.
Este procedimento foi feito em triplicado e os resultados foram expressos em
percentagem (%) (Tomas, 2013; Vilares, 2020).
O teor de humidade na amostra de mel foi analisado diretamente por refratometria

(Figura 7b). A andlise foi feita em triplicado.

A
a b

Figura 7: Determinacdo do teor de humidade; (a) — Balanca de humidade; (b) —

Refratometro
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3.4.1.5. Atividade da agua
A atividade da &gua (aw) nas amostras de mel, de pao de abelha e da mistura foram
medidas através de um medidor de atividade de &4gua, baseado na determinacgdo do ponto
de orvalho 4TE (Figura 8). O valor obtido na determinacdo do ponto de orvalho é medido
em temperatura e depois traduzida em atividade de dgua. As andlises foram feitas em
triplicado (Smati, 2022).

= o
afpeece &
oo .

T Do
B/\B &vE DUO

G —

Figura 8: Medidor de atividade da agua

Fonte: https://eglabecuador.com/wp-content/uploads/2019/12/4te_duo-525x350.png

https://img.directindustry.com/pt/images _di/photo-g/64142-8601310.jpg

3.4.1.6. Teor de proteina

O conteudo de proteina das materias-primas e da mistura foram avaliados pela
determinacéo do teor total de azoto, atraves do método de Kjeldahl (Figura 9). De uma
forma resumida, foram pesados 0,5 g de amostra, para os tubos de determinacdo das
proteinas, onde se adicionou 15 mL de &cido sulfurico concentrado e 1g (correspondente
a 2 pastilhas) do catalisador metalico ((Cu) 9% em CuSOs-5H,0). Os tubos foram
transferidos para o digestor de proteinas (Figura 9a), onde permaneceram até alcancar
uma temperatura de 400 °C, aguardando-se a reacio de oxidagdo, indicada pelo
aparecimento da cor verde (Vilares, 2020).

Apos a digestdo, os tubos foram arrefecidos a temperatura ambiente e seguiram
para o destilador de azoto (Figura 9c). Inicialmente a amostra foi diluida com agua
destilada, o excesso de &cido sulfurico neutralizado com hidroxido de sédio a 40% e o
azoto total, destilado na forma de amoniaco, foi misturado com 10 mL de &cido borico a
0,5% (v/v) com indicador misto, verde de bromocresol e vermelho de metilo. Na
sequéncia a solucdo obtida foi titulada com solucdo de HCI com uma concentracao de 0,5
mol/L, até atingir o ponto de viragem identificado pela passagem de coloragdo azul para

a rosada. Para a conversdo do teor de azoto em proteina total foi utilizado um fator de
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6,25, exprimindo-se os resultados em percentagem de proteina (Helrich, 1990; Tomas et
al., 2017).

Figura 9: Método de Kjeldahl: (a) - Digestor de proteinas; (b) - Apos a digestdo; (c) - Destilador de azoto

3.4.1.7. Teor de gordura
O teor de gordura do péo de abelha e da mistura foram realizadas através de uma
extracdo solido-liquido utilizando como solvente extrator éter de petréleo. O processo de
extracdo foi realizado num sistema de Soxhlet (Figura 10), durante 4 horas, utilizando
uma quantidade de amostra aproximadamente 2 g. Apds a extracdo, a solucao foi levada
a secura num evaporador rotativo. De seguida, o residuo foi pesado, sendo o resultado
final é expresso em percentagem. A analise foi feita em triplicado (Smati, 2022).

Figura 10: Determinacdo do teor de gordura bruta, atraves de extracdo em Soxhlet.

3.4.1.8. Teor de cinzas

O teor de cinzas do pdo de abelha e da mistura foram determinados através do
método gravimétrico apds incineracdo a 550 ‘C durante 4 horas, usando uma massa de 2
g de amostra (Figura 11) (Nyau et al., 2016; Vilares, 2020). Antes do processo de
incineracdo a 550 ‘C, a mistura de p&o de abelha com mel passou por um pré-agquecimento,
até apresentarem uma coloracdo mais escura, numa placa de aquecimento, de forma a
eliminar de uma forma suave a quantidade de agua presente, evitando assim o seu derrame
na mufla (Sakac et al., 2019). Apos arrefecer, o cadinho foi pesado de forma a determinar
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0 contetdo em cinzas. As amostras foram analisadas em triplicado e o resultado final é
expresso em percentagem (Nyau et al., 2016; Vilares, 2020).

O teor de cinza no mel foi avaliado, de forma indireta, através da equacdo referida
abaixo, com recurso a condutividade (Vilares, 2020):

Valor da condutividade
% Cinzas = 1000

- 0,14

1,74

Figura 11: Determinacdo do teor de cinzas: (a) - Pré-aquecimento das amostras; (b) -
incineracdo a 550 'C

3.4.1.9. Hidratos de carbono

A determinacdo da quantidade de hidratos de carbono presentes nas matérias-

primas e na mistura foram avaliadas por diferenca, usando a expressao definida na
literatura, e expressa em percentagem (Caveiro, 2017):

Hidratos de carbono (%) = 100 — (%humidade + % cinzas + % proteinas + %
lipidos).
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3.4.1.10. AgUcares

3.4.1.10.1. Preparagéo das amostras

A determinacdo dos acucares livres foi feita através de cromatografia liquida de
alta eficiéncia, acoplada a um detetor de indice de refracdo (HPLC-RI). Para isso, foi
pesada 1 g de amostra de p&o de abelha para um tubo falcon de 15 mL. De seguida foram
adicionados 6,3 mL de agua e 2,1 mL de acetonitrilo a amostra, homogeneizando-se de
seguida em vortex a suspensdo obtida. Logo apos, foram adicionados 0,2 mL dos
Reagentes de Carrez | e de Carrez Il, sendo a amostra imediatamente misturada ap6s a
adicdo destes reagentes. Em seguida, a mistura foi centrifugada durante 10 minutos a
3000 g, para a eliminacdo do sedimento proteico, tendo-se depois retirado 5 mL do
sobrenadante resultante, que foi transferido para um novo tubo falcon de 15 mL e
desengordurado com a adicdo de 5 mL de hexano. A amostra foi homogeneizada em
vortex durante 1 minuto, apds a adicdo de hexano, e centrifugada por 10 minutos a 3000
g. A camada de hexano € removida e este passo é repetido trés vezes. A camada inferior
final desengordurada e contendo os agucares foi filtrada com um filtro de seringa Nylon
de 0,22 um para um vial e injetada no sistema HPLC-R (ISO, 2023).

3.4.1.10.2. Condicbes Cromatograficas

A quantificacdo dos acUcares foi feita num cromatografo integrado com uma
bomba (Knauer, sistema Smartline 1000), um desgaseificador (Smartline 5000), um
amostrador automatico (AS-2057 Jasco) e um detetor de RI (Knauer Smartline 2300). Os
dados foram analisados usando o software Clarity 2.4 (DataApex). Para a separacdo
cromatografica foi usada uma coluna 100-5 NH2 Eurospher (4,6 x 250mm, 5mm,
Knauer) operando a 35°C (forno Grace 7971 R). A fase movel foi uma mistura de
acetonitrilo/agua 80:20 (v/v), com um caudal de 1,3mL/min (Tomas et al., 2017). A
identificacdo e quantificacdo dos acucares foi obtida por comparacdo dos tempos de
retencdo dos picos das amostras com os dos padrdes, nomeadamente frutose, glucose,
sacarose, maltulose, maltose, trealose, melezitose, rafinose, isomaltose e erlose. As
analises das amostras foram realizadas em triplicado e os resultados expressos em
percentagem (%) (Vilares, 2020).
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3.4.1.11. Analise de compostos fendlicos

3.4.1.11.1. Extracdo dos compostos fendlicos

Para a extracdo dos compostos fendlicos, utilizaram-se 4 g de amostra do pao de
abelha, ou da mistura de p&o de abelha e mel, que de seguida foram misturados com 80
mL de etanol/agua (80%, v/v), num gobelé a temperatura ambiente, e levados a um
homogeneizador de ultrassons (Figura 12a) de forma continua, durante 20 min. Ao longo
do processo o gobelé ficou imerso em agua, sendo a temperatura controlada e mantida
constante a 25 °C, com a ajuda de um termémetro. Apés isso, a mistura foi filtrada por
gravidade com papel de filtro, e posteriormente levada a um evaporador rotativo, para
eliminacdo do etanol. De seguida, o extrato obtido foi congelado para posterior
liofilizagdo. Depois de liofilizados, os extratos (Figura 12b) foram armazenados a
temperatura ambiente num exsicador, para posterior anélise (Aylanc et al., 2022). O mel
foi feito de forma direta, onde se utilizou 1 g de mel, e de seguida foi dissolvido em 10
mL de metanol para poder realizar a anélise dos compostos fenolicos totais, flavondides

e atividade antioxidante.

Figura 12: Extracdo dos compostos fendlicos; (a) - homogeneizador de ultrassons; (b) —amostra fiofilizada
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3.4.1.11.2. Teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais foi determinado através do método de Folin-
Ciocateu utilizando como padréo o &cido gélico. Foi utilizado 0,5 mL de extrato de etanol
(Img/mL), de seguida foram adicionados 0,25 mL de reagente Folin-Ciocalteu, depois de
3 min foi adicionado 1 mL de carbonato de sédio saturado (Na.COsz a 20%), e
posteriormente, perfaz-se o volume com 4gua desionizada até um volume final total de 5
mL. Logo em seguida, a solugéo foi levada a um banho aquecido a 70 °C por 10 min, ap6s
isso foi arrefecida no escuro durante 30 min, tendo-se feito o registo da leitura a uma
absorvancia de 760 nm no espectrofotometro. A quantificacdo foi feita com recurso a uma
curva de calibragcdo de &cido galico com solucgdes na faixa de concentragdes de 0,007-
0,125 mg/mL (y = 9,85x + 0,07; R? = 0,992). Os resultados foram expressos em
miligramas de equivalentes de acido galico (GAE) por g de extrato (mg GAE /g de

extrato) (Aylanc et al., 2022; Smati, 2022). As andlises foram feitas em triplicado.

3.4.1.11.3. Teor total de flavonoides

O teor total de flavonoides foi determinado através da preparacdo de uma solugéo
de AICIs a 2%, diluida em &cido acético glacial a 5 % e metanol. De seguida, retirou-se
0,2 mL desta solucdo e adicionaram-se 0,2 mL de etanol e 2,8 mL de é&cido
acetico/metanol a 5 %. A mistura obtida foi homogeneizada, colocada no escuro por 30
minutos a temperatura ambiente, tendo-se de seguida procedido ao registo do valor da
absorvancia a 415 nm. A quantificacdo foi feita através da constru¢do de uma curva de
calibracdo de quercetina com solugdes de concentracdo na faixa de 0,003-0,1 mg/mL (y
=9,85x + 0,07; R?=0,992). Os ensaios foram realizados em triplicado, tendo-se expresso
os resultados em miligramas de equivalente de quercetina (QE) por g de amostra (mg
QE/g de amostra) (Aylanc et al., 2022; Smati, 2022).

3.4.1.11.4. Atividade antioxidante (efeito bloqueador de radicais
livres DPPH)

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada através da avaliacdo do
efeito bloqueador de radicais livres 2,2-difenil-1-picrilidrazil (DPPH). Para tal, usaram-
se 0,70 ml do extrato obtido em 3.3.11.1, adicionando-se de seguida 1,93 ml de solucgéo
de DPPH, em metanol. De seguida, a mistura obtida foi homogeneizada e colocada no

escuro, a temperatura ambiente, durante 30 min. Finalmente, a absorvancia foi medida a
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515 nm no espectrofotometro. As amostras foram analisadas em triplicado. A atividade
antioxidante foi expressa em termos da percentagem de inibicdo de radicais, calculada
através da seguinte equacgdo (Aylanc et al., 2022):

o Ac — Ae
% de inibicio = ETE 100

Ac — Absorvancia do branco

Ae — Absorvancia da amostra

3.4.2. Parametros microbioldgicos

As amostras de mel, pdo de abelha e mistura foram preparadas seguindo o
procedimento descrito na 1SO 6887-1:2003(ISO, 2003a). Em condigdes estéreis, 10 g de
cada amostra, foram homogeneizadas em 90 mL de agua tamponada esterilizada com
peptona. A mistura foi colocada em sacos esterilizados ehomogeneizada num Stomacher

durante 1 minuto. As diluigdes decimais foram feitas usando o mesmo diluente.

3.4.2.1. Aerobios mesofilos

A enumeracdo dos aerobios mesofilos foi analisada como descrito na SO
4833:2003 (IS0, 2003a). O método aplicado foi por incorporacdo, em duplicado, em que
se pipetou 1 mL de cada diluicdo para uma placa Petri de 9 cm, verteu-se cerca de 20 mL
de Plate Count Agar (PCA, Biolife), e homogeneizou-se. As placas foram incubadas a 30
°C durante 48 horas, em posicdo invertida. As contagens microbianas foram expressas
como unidades formadoras de colonias por grama das amostras utilizadas (UFC/g),
utilizando a formula (1SO, 2003a):

C
UFC/g =
=y i tnz-01)+d

Y.C - soma das colonias contadas em todas nas placas contabilizaveis
V - volume de in6culo inoculado usado em cada placa

nl - nimero de placas da primeira dilui¢cdo contadas
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n2 - nimero de placas da segunda dilui¢do contadas

d - diluicéo a partir da qual foram obtidas as primeiras contagens

3.4.2.2. Bolores e leveduras

Os bolores e leveduras foram analisados como descrito na ISO 21527-2:2008
(1SO, 2008). O método aplicado foi espalhamento, em que se espalhou 200 pL de cada
suspensdo na superficie do meio de cultura de Dicloran Glycerol 18% agar (DG18,
Liofilchem), em duplicado. As placas de Petri foram incubadas a 25 °C durante 5 dias, em
posicdo normal. As coldnias de leveduras foram contadas apds 2 dias e as coldnias de

bolores apds 5 dias de incubag&o e os resultados foram expressas em UFC/g (1SO, 2008).

3.4.2.3.Staphylococcus aureus

As contagens de Staphylococcus aureus foram realizadas através de dilui¢des
decimais e sementeira em placas Compact Dry S-XA (r-biopharm). Foi utilizado 1 mL
de amostra de cada diluicdo e semeado em placas de Compact Dry, em duplicado. As
placas foram incubadas a 37 °C durante 48 horas. Os resultados obtidos foram expressos
em UFC/g.

3.4.2.4. Esporos de clostridios sulfito-redutores

A contagem de esporos clostridios sulfito-redutores foi realizada de acordo com o
método descrito na 1SO 15213:2003 (1SO, 2003b). Pipetou-se 5 mL da suspensao inicial
para um tubo Falcon de 50 mL (em duplicado) e mergulhou-se o tubo em banho a 80 'C
por 10 min (partir do momento em que a amostra atingiu aquela temperatura). Como
controlo da temperatura, foi usado um tubo Falcon de 50 mL com 5 mL de 4gua destilada,
onde se mergulhou um termémetro. Quando o controlo atingiu os 80 °C, comegou-se a
contar 10 min. Ap6s os 10 min, mergulhou-se os tubos de imediato em &gua fria. Depois
de arrefecerem, adicionou-se cerca de 25 mL de meio de cultura Iron Sulfite Modified
Agar (ISA) e deixou-se solidificar. Apds o meio solidificado verteu-se o restante meio de
cultura ao tubo até atingir 50 mL, para criar condi¢cdo de anaerobiose. Os tubos Falcon
foram incubados a 30 °C durante 48 horas. Os resultados obtidos foram expressos em
UFC/g (1SO, 2003b).
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3.4.2.5. Bactérias do acido latico

A contagem das bactérias lacticas foi realizada de acordo com o método descrito
na 1SO15214:1998 (1SO, 1998). O método aplicado foi incorporacéo, em que se pipetou-
se 1 mL de cada diluicdo para uma placas de Petri de 9 cm contendo cerca de 20 mL
de Agar Sharp Man Rogosa (MRS, Liofilchem) com cicloheximida (20 mg/L), em
duplicado. De seguida foi homogeneizada e, apés solidificado, as placas de Petri foram
incubadas a 37 °C durante 72 horas, em posicéo invertida. Os resultados obtidos foram
expressos em UFC/g (ISO, 1998).

3.4.2.6. Coliformes e E.coli

As contagens dos coliformes e E. coli foram realizadas através de diluicdes
decimais e sementeira em placas Compact Dry EC (r-biopharm). Foi utilizado 1 mL de
amostra de cada diluicdo e semeado em placas de Compact Dry, em duplicado. As placas
foram incubadas a 37 °C durante 48 horas. Os resultados obtidos foram expressos em
UFC/g.
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4. Resultados e Discusséo
4.1. Caraterizacao das matérias-primas e da mistura

4.1.1. Anélise polinica do mel e do p&o de abelha

A andlise polinica é uma ferramenta que permite identificar as espécies botanicas
que estiveram na base da producéo pelas abelhas do mel e do p&o de abelha e, deste modo,
determinar a respetiva origem floral. Na Tabela 5, apresentam-se os resultados da analise
polinica das amostras de mel e de pao de abelha usadas na preparacdo da mistura de pdo
de abelha com mel. Os resultados obtidos mostram que foi possivel identificar varias
familias botanicas, presentes em diferentes proporcdes, expressas em termos de
percentagem.

Considerando os resultados obtidos, fica claro que as amostras de pao de abelha
possuem caracteristicas florais diferentes que identificam com sucesso polenes
originarios de 19 familias, mas foram contabilizados os valores superiores a 3%. Na
tabela 5 apresenta-se as familias maioritarias encontradas no pao de abelha, que sdo a
Fabaceae e Rosaceae, e pertence as seguintes espécies botanicas: Castanea sativa e
Rubus sp. (Anexo).

O mel pode ser produzido a partir de uma variedade de espécies de plantas, pois o
néctar é coletado de fontes vegetais disponiveis perto do apiario (Mouffok, 2021). Para o
mel foram encontradas caracteristicas florais diferentes também que identificam os
polenes originarios de 21 familias, mas foram contabilizados os valores superiores a 5%.
Na tabela 5 apresenta-se as familias maioritarias encontradas no mel, que séo a Fabaceae
e Lamiaceae, e pertence as seguintes espécies botanicas: Genista hirsuta sativa e

Lavandula sp. (Anexo).
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Tabela 5: Anélise polinica das amostras de mel e pdo de abelha (expresso em percentagem).

Amostras
Familia Mel Pao de
Abelha
Boraginaceae 5,25 3,48
Campanulaceae - 6,67
Fabaceae 38,19 3,67
Fagaceae - 44,44
Lamiaceae 33,72 -
Resedaceae - 5,41
Rosaceae - 13,91

4.1.2. Caraterizagao fisico-quimica
Nesta parte serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na caraterizacéo
fisico-quimica das matérias-primas (mel e pdo de abelha) e da mistura do pao de abelha
com mel. Foram avaliados os seguintes parametros: humidade, proteinas, gorduras,
cinzas, cor, atividade de agua, pH, acidez livre, teor de hidratos de carbono, agucares
(frutose e glucose), compostos fendlicos (fendlicos totais e flavonoides) e atividade

antioxidante.

4.1.2.1. Cor

A cor do mel é uma propriedade fisica essencial, que varia de acordo com a origem
floral, do processamento e armazenamento, bem como de fatores climaticos durante o
fluxo do néctar e da temperatura durante o amadurecimento do mel na colmeia (Ribeiro
et al., 2010). A coloracdo do mel também pode ser um reflexo de algumas alteractes
sofridas pelo mel, durante o periodo de armazenamento ou aquecimento (Mouffok, 2021),
como € o caso da reacdo de Maillard, que é uma reacdo de escurecimento ndo enzimatico.

Para aléem da cor ser um parametro de valorizacdo do produto, é também o
elemento que exerce alguma influéncia na escolha do produto por parte do consumidor
(Ribeiro et al., 2010).

Segundo Mouffok (2021), a cor do mel varia do incolor ao castanho-escuro,
estando também associada ao sabor. De uma forma geral, 0s méis com uma coloragéo

mais clara apresentam um sabor suave, ao passo gue 0S meis mais escuros apresentam um
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sabor ja mais forte. Na verdade, os méis mais claros tém uma maior aceitacdo por parte
do consumidor, o que resulta em precos mais elevados em detrimento dos méis mais
escuros, embora esta caracteristica ndo se traduza necessariamente num produto de maior
qualidade (Lopes, 2014).

No presente trabalho, as amostras de mel utilizadas na preparac¢do da mistura com
0 pao de abelha apresentaram valores compreendidos entre 43 mm e 45 mm na escala

Pfund, a que corresponde uma cor ambar extra clara, como se mostra na Tabela 6.

Tabela 6: Cores padréo do mel e seus respetivos intervalos da escala mm PFund (Possebon, 2022)

Cores padriao do mel Intervalos de cor da escala mm Pfund
Branco agua <8
Extra Branco >8e<17
Branco >17 e <34
Ambar extra claro >34 e <50
Ambar >85e<114
Ambar escuro* >114

(*) Geralmente classificado como mel escuro

mm Pfund Cor do mel
10 -<20
=20 - <30
=30 - <40
=40 - <50
=50 - <60
=60 - <70
=70 - <80
>80 - <90
=90 - <100
=100 - <110
=110 - <120
=120 - <130
=130 - <140
>140

Figura 13: Escala de cores do mel com seus respetivos valores de mmPFund (Possebon,
2022).

No caso do péo de abelha, a cor foi avaliada utilizando o sistema CieLAB, sendo
avaliados os parametros L* [corresponde a luminosidade ou ao tom da cor do produto,
variando de zero (negro) a cem (branco)], b* [corresponde a gama entre amarelo (+) e
azul (-)], a* [corresponde a variacdo da gama de cor entre vermelho (+) e verde (-)], C*
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(corresponde a saturacdo) e h (corresponde ao angulo de tonalidade). Os valores
registados para estes pardmetros sédo apresentados na Figura 14. O pdo de abelha
apresentou valores de L, a", b*, C* e h compreendidos entre 45,8, 11,5, 24,7, 27,3 e 64,2.
O péo de abelha apresentou ter uma cor castanho escuro.

80

70
60
50
40
30
20
10 I
0

L* (C) a* (C) b* (C) C* (C) h (C)

Figura 14: Avaliacdo da cor do pdo de abelha utilizado na preparacdo da mistura com mel,

4.1.2.2. pH e acidez livre

O pH é um dos parametros utilizados para o controlo da qualidade de alguns
produtos apicolas e esta relacionado com a presenca de acidos organicos que podem
resultar de processos de fermentacdo. Na Figura 15, podemos observar os valores do pH
para as matérias-primas e para a mistura do péo de abelha com o mel. O mel apresentou
um pH de 3,83 e 0 pdo de abelha um valor de 3,49, enquanto que a mistura das duas
matérias-primas registou um pH de 3,36, ou seja, todos na zona &cida da escala de pH, o
que garante a estabilidade e evita o crescimento de microrganismos (Caveiro, 2017). E
também de destacar que o seu pH é inferior ao do mel, o que podera ser explicado pela
presenca de uma maior quantidade de &cido lactico, resultado dos processos de
fermentacdo que se verificam durante a transformacédo do p6len em péo de abelha. De
facto, de acordo com a literatura, o nivel de acido latico presente no pao de abelha é
aproximadamente seis vezes maior do que o registado no polen, contribuindo para a
inibicdo do crescimento de bolores e outros microrganismos e, consequentemente, para
uma maior estabilidade (Tomés, 2013). A combinacdo de valores baixos de pH e aw
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aumenta a vida util do pdo de abelha, inibindo o crescimento microbiano e reduzindo

problemas de textura e estabilidade (Smati, 2022).

Na Figura 15, podemos ainda encontrar os valores de acidez livre obtidos para o
mel, pdo de abelha e para a mistura de ambas as matérias-primas, tendo-se obtido 0s
valores de 21,1 megKg™, 108,8 meqKg™ e 100,3 megKg™, respetivamente. No caso do
mel, segundo o Decreto-Lei n® 214/2003 de 18 de setembro, o limite maximo para a
acidez do mel é de 50 megkg™, podendo-se concluir que o mel utilizado na preparacio da
mistura com o pdo de abelha se encontra dentro destes limites. Valores de acidez
superiores ao que consta no Decreto-Lei n°® 214/2003 podem indicar a ocorréncia de
processos de fermentacdo indesejados, levados a cabo por microrganismos (Caveiro,
2017). A acidez é oriunda do néctar, por acdo da glucose oxidase e também pela acéo dos
microrganismos na fase de maturacéo (Caveiro, 2017). No caso do pao de abelha, o maior
valor de acidez é reflexo da fermentacao do polen durante o processo natural de producédo
do péo de abelha, contribuindo para a sua maior estabilidade. Deste modo, e como seria
de esperar, a mistura preparada com o pdo de abelha e 0 mel apresenta um valor de acidez
significativamente superior ao do mel, embora um pouco inferior ao do pao de abelha,

podendo, ainda assim, contribuir para uma adequada estabilidade do produto obtido.
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Figura 15: Avaliacdo do pH e da acidez livre nas matérias-primas e na mistura TO.

4.1.2.3. Teor de humidade e atividade da agua (aw)

O contetdo em humidade € um parametro quantitativo que mostra a presenca de
agua no alimento, sendo muito importante fazer a sua avaliacao ja que reflete diretamente
a qualidade e estabilidade do alimento, visto que durante o armazenamento tem influéncia
nas reagdes quimicas ou enzimaticas (Vilares, 2020).

Ao observar a Figura 16, podemos verificar que obtivemos um teor de humidade
de 13,9 % para 0 mel, 16,6 % para o pao de abelha e 14,1 % para a mistura do pao de
abelha e mel.

De acordo com a Diretiva 2001/110/CE, de 20 de dezembro, transposta para a
ordem juridica nacional através do Decreto-Lei n°214/2003, de 18 de setembro, esta
estabelecido um valor maximo de 20 % para a humidade no mel. Deste modo, podemos
concluir que o teor de humidade do mel utilizado na preparacdo da mistura do pédo de
abelha com o mel esta dentro dos limites estabelecidos (Caveiro, 2017). De acordo com
Bertoldi et al., (2007), teores de humidade inferiores aos limites estabelecidos pela
legislacdo levam a que o produto tenha um tempo de vida Gtil mais elevado, dado que as
condicBes se tornam inadequadas para o desenvolvimento de microrganismos. Ao
compararmos 0 nosso valor encontrado no mel de rosmaninho com os encontrados em
um estudo feito por Lopes, (2013) cujo o tema é “Estudo do efeito da temperatura na
qualidade do mel”, o nosso valor é mais baixo que o dela, j& que o encontrado por ela foi
de 16,4 %, a temperatura ambiente.

Para o pdo de abelha, verificou-se que 0 mesmo apresentou um teor de humidade

de 16,6 %, semelhante ao reportado num estudo realizado por Smati (2022), onde se
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observaram valores compreendidos entre 16 e 17%. Num outro estudo feito com 17
amostras de pdo de abelha dos concelhos de Braganca e Vinhais (Tomas, 2013),
obtiveram-se valores entre 9 e 19%, verificando-se assim que o teor de humidade do péo
de abelha usado neste trabalho se encontra dentro dessa gama. De acordo com Tomas
(2013), se 0 péo de abelha tiver um teor de humidade elevado para a comercializagéo,
deve-se fazer um processo prévio de secagem, de forma a reduzir o teor de humidade,
contribuir para a sua conservacdo, ja que € um produto sujeito a proliferacdo de
contaminacgdes microbiol6gicas que podem afetar a sua qualidade e comercializacéo.

A atividade da &gua € um parametro que permite prever o potencial de conservagao
de um determinado produto alimentar, sendo uma medida da &gua que se encontra
disponivel para participar em processos que podem levar a deterioracdo do alimento,
afetando a sua qualidade (Tomas, 2013). Considerando a Figura 16, podemos observar
que as matérias-primas e a mistura de pao de abelha com mel apresentaram uma atividade
da agua de 0,54. De uma forma geral, é considerado que, para valores de atividade da
agua inferiores a 0,60, ndo existem condi¢Oes favoraveis para o crescimento de
microrganismos, 0 que contribui para a estabilidade do produto alimentar. No caso
particular do mel, de acordo com Melo (2016), estes valores de atividade da agua séo
desfavoraveis para o desenvolvimento de fungos, como é o caso do Penicillium spp. e
Mucor spp. O pdo de abelha utilizado neste trabalho apresentou o mesmo valor para a
atividade da agua, ou seja 0,54. Este valor encontra-se dentro da gama de valores
registados num estudo onde se reportaram valores de atividade da &gua compreendidos
entre 0,50 e 0,60 (Smati, 2022).
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Figura 16: Percentagem do teor de humidade e atividade de 4gua das matérias-primas e na mistura TO.

4.1.2.4. Teores de proteinas, gorduras e cinzas

Segundo (Caveiro, 2017), de uma forma geral, o contetido proteico encontrado no
mel € resultado da presenca de enzimas derivadas do néctar, pélen da planta e das
secre¢des das glandulas salivares das abelhas . podendo ter alguma influéncia na definicéo
do aroma do mel, através da participacdo nas reacdes de Maillard que poder&o ocorrer.

Observando a Figura 17, podemos verificar que o conteddo proteico obtido foi
0,29% para o mel, 20,3% para o0 pdo de abelha e 6,8% para a mistura de péo de abelha e
mel. Estes valores estdo em acordo com os verificados em alguns estudos, concretamente
no caso do mel, onde se registaram valores de 0,5% (Lopes, 2013) e de 0,29 — 0,36%
(Mouffok, 2021), e no caso do péo de abelha, onde o teor médio reportado foi de 18%
(Tomas, 2013). No entanto, dado que a composi¢do dos produtos apicolas depende
bastante da respetiva origem floral, é também possivel encontrar na literatura estudos
onde se reportam teores de proteina distintos dos obtidos no presente estudo estudo. Como
exemplo, podemos referir os teores de proteina registados por Smati (2022) no péo de
abelha (25 — 30%). Esta variabilidade também se encontra evidenciada num estudo
realizado por Vilares (2020), onde se registaram teores de proteina para o pdo de abelha
entre 14 e 37%.

Relativamente ao teor de gordura, as matérias-primas apresentaram valores de 0
%, para 0 mel, e 5,0 % para o pdo de abelha (Figura 17). No caso da mistura do pdo de
abelha com o mel, o valor médio obtido foi de 1,9% (Figura 17). O valor obtido para o
pdo de abelha, esta de acordo com alguma da literatura, onde se podem encontrar valores

entre 4 % e 17 % (Tomas, 2013). No entanto, é ainda possivel encontrar valores inferiores
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ao por nos registados, como é o caso do teor de gordura do pao de abelha registado num
estudo de Smati (2022): 2,5 — 3 %. Este facto € explicado pela variabilidade no teor de
gordura do polen, onde se podem encontrar acidos gordos essenciais € compostos
antioxidantes essenciais (Margaoan et al., 2014; Smati, 2022).

A cinza alimentar é um residuo inorganico deixado apds a combustdo da matéria
organica, que se transforma em CO2, H20 e NOz. A cinza resultante nem sempre apresenta
a mesma composicdo em substancias minerais originalmente presentes nos alimentos,
como reflexo das perdas que podem ocorrer, devido a evaporacdo ou interacdo dos
componentes da amostra (Martins, 2018; Vilares, 2020). No presente trabalho, o contetdo
de cinzas encontrado para as matérias-primas foi de 0,09%, para o mel, e 2,4%, para o
péo de abelha (Figura 17), enquanto que para a mistura de pao de abelha e mel se registou
um valor de 0,7% (Figura 17). No caso do mel, os teores de cinza obtidos neste trabalho
séo inferiores aos valores de 0,22% observados num estudo realizado por Lopes (2013).
Este resultado pode ser explicado visto que, tal como acontece com 0S compostos
anteriormente referidos, o teor de cinzas também pode ser afetado pelas condicOes
geograéficas, pelas propriedades do solo, a origem e pelos processos de apanha e limpeza.
De qualquer dos modos, o valor do teor de cinza obtido esta em conformidade com o
valor estipulado na Norma Portuguesa 1307/83 (22 edicao), onde se estabelece que o teor
de cinzas ndo deve exceder 0,6%, para o mel de néctar, e 1% para 0 mel de melada
(Caveiro, 2017). Deste modo, podemos concluir que o mel usado para a preparacdo das
misturas com o péo de abelha estd em conformidade com o valor estabelecido na norma
portuguesa.

Relativamente ao pdo de abelha, o valor obtido no nosso trabalho é similar ao

obtido por Smati (2022), onde € reportado um teor de cinza entre 2,5-3%.
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Figura 17: Percentagem de proteinas, gorduras e cinzas das matérias-primas e na mistura TO.

4.1.2.5. Teor de hidratos de carbono e agucares

O mel é uma solucdo acucarada altamente concentrada cujos principais
componentes sdo monossacarideos frutose e glucose (Mouffok, 2021). A alta
concentracdo de diferentes acucares define algumas carateristicas fisicas e quimicas do
mel, como por exemplo, a viscosidade, a densidade, a higroscopicidade e a capacidade de
granulacdo (cristalizacdo) (Lopes, 2014). Essas carateristicas sdo influenciadas pela
origem geogréafica e botanica do mel, pelas condi¢bes climaticas, processamento e
armazenamento (Lopes, 2014).

Em relacdo aos hidratos de carbono (Figura 18), calculados por diferenca,
obtivemos um teor de 85,7%, para 0 mel, e de 55,7%, para o pdo de abelha. Para a mistura
do péo de abelha com mel, obteve-se um teor de carboidratos de 77,06%. Num estudo
realizado por Mouffok (2021), os valores obtidos para o teor de hidratos de carbono do
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mel foram entre 83,0 a 86,6 g/100g, ou seja, semelhantes aos obtidos neste estudo. De
forma semelhante, o teor de hidratos de carbono obtido no presente trabaho, foi
semelhante ao observado num estudo de Tomas et al., (2017), onde obtiveram um valor
de aproximadamente 58 %.

Na Figura 18 podemos observar o contetdo em acucares das materias-primas e
da mistura do péo de abelha com o mel. A frutose e glucose foram os monossacarideos
maioritarios encontrados nas matérias-primas e na mistura das mesmas, com cerca de
34,86 g/100g e 26,79 g/100g para 0 mel, 12,23 g/100g e 4,09 g/100g para o péo de abelha
e 28,58 g/100g e 19,99 g/100g para a mistura, respetivamente. De acordo com o Decreto
n.° 214/2003, de 18 de setembro, para que o mel seja considerado mel de néctar é
necessario que o teor total de frutose e glicose seja superior ou igual a 60 g/100g, o que
se verificou para o mel utilizado durante o presente trabalho.

Tal como sucede para 0 mel, o teor de agucar do pao de abelha também varia de
acordo com a sua origem boténica e geografica, bem como a época de recolha,
apresentando uma composicdo muito idéntica a do mel, com a presenca dos
monossacarideos frutose e glucose como maioritarios (Tomas, 2013). Estes agucares sdo
utilizados pelas bactérias do acido lactico durante o processo de fermentacao do polen,
transformando-o em etanol, acido lactico e diéxido de carbono (Mohammad et al., 2020).
Num estudo realizado por Tomas et al., (2017), utilizando 17 amostras de p&o de abelha
com origem no Nordeste Transmontano, foram registados valores de frutose entre 9,4
g/100g e 26,4 g/100g e da glucose entre 6,7 g/100g a 17,3 g/100g, que sdo valores
semelhantes aos obtidos no presente estudo, onde também se usou péo de abelha com a

mesma origem geografica.
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Figura 18: Avaliacdo dos hidratos de carbono e dos aglcares nas matérias-primas e na mistura TO.

4.1.2.6. Teor de compostos fendlicos, teor de flavondides e avaliacédo da
atividade antioxidante

Os compostos fenolicos sdo resultado do metabolismo secundario das plantas,
sendo frequentemente reportados devido as suas propriedades bioldgicas, como é o caso
da atividade antioxidante, propriedades anti-histaminicas, anti-inflamatérias,
antibacterianas e antivirais (Tomas, 2013; Melo, 2016). Dentro deste vasto grupo de
compostos, podemos encontrar acidos fendlicos simples e flavondides, como € o caso de
flavonas, flavonois, flavanonas e diidroflavondis. Para o caso da atividade antioxidante,
a sua presenca e intensidade depende muito do numero de grupos hidroxilo presentes na
molécula (Tomaés, 2013). No caso particular do pdo de abelha, a analise dos compostos
flavondides tem sido utilizada como uma ferramenta para determinar a sua origem floral,

auxiliando na detecéo de fraudes relacionadas com a origem polinica (Tomas, 2013).
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O teor de compostos fendlicos totais foi determinado espectrofotometricamente,
com recurso ao metodo de Folin-Ciocalteu, encontrando-se os resultados ilustrados na
Figura 19, e podendo-se observar que o mel apresenta um teor de 1,1 mg GAE/g, o péo
de abelha 18,3 mg GAE/g e a mistura do pao de abelha com o mel 4,7 mg GAE /g.
Relativamente ao mel, os resultados registados neste trabalho séo superiores aos obtidos
por Mouffok, (2021), que reporta valores de compostos fendlicos totais entre 0,30 e 0,61
mg GAE/g, evidenciando, mais uma vez, a elevada dependéncia das caracteristicas destes
produtos apicolas relativamente a questdes relacionadas com origem boténica, clima, e
processamento, por exemplo. Ja para o pao de abelha, num estudo de Tomas et al. (2017),
sdo reportados teores de compostos fendlicos totais entre 14 e 84 mg GAE/g, que estdo
em concordancia com os obtidos no presente trabalho. E possivel verificar que o teor de
compostos fendlicos totais &€ maior no péo de abelha do que no mel. Este facto, podera
estar relacionado com a destruicdo da estrutura do polen durante a sua fermentagéo, no
processo natural de producéo do pao de abelha, o que levara a uma maior facilidade na
extracdo e quantificacdo dos compostos fendlicos.

Relativamente ao teor de flavondides (Figura 19), as matérias-primas
apresentaram um valor de 0,05 mg QE/g para o mel e 4,50 mg QE/g para o péo de abelha.
Para a mistura destas materias-primas, registou-se um valor de 1,00mg QE/g. Os valores
obtidos no presente estudo sdo semelhantes aos reportados para o caso do mel, num estudo
de Mouffok (2021) (0,02 — 0,10 mg QE/g), bem como para o péao de abelha (0,2 — 4,2
mg QE/g), no estudo realizado por Tomas (2013).

A atividade antioxidante das matérias-primas, bem como da mistura das mesmas,
foi avaliada através da capacidade bloqueadora de radicais DPPH, expressa em termos de
percentagem de inibicdo, estando os resultados ilustrados na Figura 19. E possivel
verificar que, no caso das matérias-primas, foram registados valores de 5,0% para o mel
e 44,7% para o pdo de abelha, enquanto que para a mistura se obteve uma percentagem
de inibicdo de 46,9%. Este resultado mostra que a mistura tem uma atividade antioxidante
superior a do mel e semelhante a apresentada pelo pdo de abelha, apesar dos menores
teores de compostos fenolicos totais e de flavondides apresentados pela mistura. Este
facto, podera resultar em efeitos benéficos (diminui¢do do risco associado a doencas
degenerativas, diminuicdo do estresse oxidativo e inibicdo da oxidacdo de
macromoléculas (Tomas et al., 2017) associados a ingestdo da mistura de pdo de abelha

e mel semelhantes aos que poderiam ser obtidos com a ingestdo do pao de abelha, mas
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mg/g acido galico GAE g -1

através de um produto com caracteristicas sensoriais, nomeadamente ao nivel do sabor,

mais apreciadas pelo consumidor.
Fendis totais Flavonoéides
—_— ] 1
, B

Mel Pio de abelha Mistura Mel Pio de abelha Mistura
B Matérias primas Il Mistura TO B Matérias primas Il Mistura TO

mg/g aquercetina GAE g -1
[

Atividade antioxidante

Mel Pio de abelha Mistura
B Matérias primas Il Mistura TO

Figura 19: Teor de fendis totais, flavondides e atividade antioxidante nas matérias-primas e na mistura TO.
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4.1.3. Caraterizacao microbioldgica

Nesta sec¢do serdo analisados e discutidos os resultados obtidos na caraterizacéo
microbioldgica das matérias-primas e da mistura. A caraterizagdo microbioldgica foi
realizada em todas as amostras (mel, pdo de abelha e mistura imediatamente apés
preparacdo, TO) com o objetivo de avaliar a carga de microrganismos indicadores de
qualidade comercial (mesofilos aerdbios, bolores e leveduras e bactérias do acido latico),
de qualidade higio-sanitéaria (coliformes totais e E. coli, S. aureus), e de seguranca
(esporos de clostridios sulfito-redutores). Apesar de ndo ser objetivo do trabalho avaliar
a qualidade microbioldgica das matérias-primas e da mistura, é da maior importancia
conhecer a sua carga microbioldgica para se poder compreender e acompanhar a

estabilidade da mistura durante o armazenamento.

4.1.3.1. Mesofilos aerdbios

Os mesofilos aerébios sdo um dos mais importantes parametros indicadores de
qualidade comercial dos produtos alimentares. Quando em niveis elevados, podem
apontar contaminagdo na matéria-prima, inadequada limpeza e desinfecdo das
superficies, pouca higienizacdo nas areas de producdo ou armazenamento, controlo do
tempo/temperatura inadequado nas areas de producdo ou armazenamento, 0 que coloca
em risco o tempo de vida util do produto alimentar e pode afetar a eficacia das condi¢oes
de armazenamento (de Arruda et al., 2017; Smati, 2022).

Ao observar a Figura 20, pode-se verificar que os mesofilos aerobios foram
detetados em niveis baixos tanto nas matérias-primas como na mistura. O mel obteve o
valor de 1,31 logio UFC/g, para o pao de abelha foi de 2,72 logio UFC/g, enquanto para
a mistura foi de 2,49 logio UFC/g.

De acordo com o guia de Interpretacdo dos resultados de ensaios microbiol6gicos
em alimentos do Instituto Nacional de Satude Doutor Ricardo Jorge (INSA, 2019), o mel
podera ser enquadrado no grupo 1 do subgrupo 1B e o pdo de abelha e a mistura no grupo
4 (INSA, 2019). Pode-se constatar que estes valores tanto para as matérias-primas como
para a mistura encontram-se dentro dos limites propostos pelo INSA, o que quer dizer
que ele esta apto para 0 consumo humano.

Os resultados obtidos sdo semelhantes aos reportados em estudos anteriores para
0 mel (2,30 logi0 CFU/g; Lopes, 2013) e para o pao de abelha (2,00 logio UFC/g; Smati,

2022) que se encontram dentro dos limites estabelecidos.
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Figura 20: Avaliacdo dos mesofilos aerobios nas matérias-primas e na mistura TO.

4.1.3.2. Bolores e leveduras

Os bolores e leveduras presentes num produto alimentar sdo geralmente
indicadores das condicdes de higiene na manipulagao dos apiarios (conjunto de colmeias)
(de Arruda et al., 2017).

Em termos dos resultados dos bolores pode-se observar na Figura 21a que foram
detetados em niveis baixos tanto no pdo de abelha (2,9 logio UFC/g) como na mistura
(2,4 log10 UFC/g), néo tendo sido detetados no mel.

Em relacdo as leveduras (Figura 21b), estas apenas foram detetadas na mistura
(2,2 logio UFC/g) e em niveis muito baixos. O facto de serem detetadas leveduras na
mistura, mas nao nas suas matérias-primas pode resultar de os valores observados serem
muito proximos do limite de detecdo (1,7 logio UFC/g).

Relativamente aos niveis de bolores presentes nos diferentes alimentos, temos que
0s grupos 1, 2 e 3 devem ter um valor inferior a 2,7 logio UFC/g para serem considerados
satisfatorios, enquanto valores entre 2,7 e < 3,0 logio UFC/g séo considerados
questionaveis e valores superiores a 3,0 logio UFC/g ja séo considerados néo satisfatorios
(INSA, 2019), por isso € necessario adotar medidas para reduzir esses microrganismos a
niveis aceitaveis ou até mesmo elimina-los. Para as leveduras o subgrupo 1B os limites
estabelecidos para satisfatorio é de < 3,0, para o questionavel é de 3,0 ¢ < 4,0 e para 0s
n&o satisfatorios o valor € inferior a 10*. Para as leveduras do grupo 4 os limites nfo séo
aplicaveis (INSA, 2019).
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E importante ressaltar que os resultados considerados adequados para bolores s&o
mais baixos do que os valores aceitaveis para as leveduras. 1sso ocorre porque os bolores
tém a capacidade de causar danos a saude, devido as toxinas fingicas produzidas por
esses microrganismos (Maia, 2022).

Estes resultados indicam que o mel terd sido manuseado de forma adequada ao ser
retirado da colmeia e no seu armazenamento. No que se refere ao pdo de abelha, os valores
obtidos para leveduras sdo considerados satisfatorios (INSA, 2019). A presenca de
bolores, ainda que em valores considerados aceitaveis, deve ser devidamente controlada
ao longo do armazenamento, devido a possibilidade de existéncia de bolores toxigénicos.

Comparando 0s nossos resultados do péo de abelha com os resultados encontrados
no estudo feito por Smati, (2022), mostraram tendéncias quase semelhantes nos bolores,
em que o valor encontrado por eles quase idéntico ao nosso (3,00 logio UFC/g). Em
relacdo as leveduras foram muito diferentes, em que o valor encontrado foi muito mais

alto do que o presente estudo (3,50 logio UFC/Qg).

Bolores
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Figura 21: Avaliacdo dos bolores e leveduras nas matérias-primas e na mistura TO.

4.1.3.3. Coliformes totais, Escherichia coli e Staphylococcus aureus

Os coliformes totais, E. coli e S. aureus séo indicadores da qualidade higio-
sanitaria dos alimentos (Lopes, 2013).

Relativamente aos niveis de E. coli presentes nos alimentos, temos que 0s grupos
1, 2 e 3devemter um valor inferior a 0 logio UFC/g para serem considerados satisfatorios,
para serem considerados questionaveis o grupo 1 ndo tem limite aplicado e para o grupo
2 e 3 devem ter valores entre 0 e < 2,0 logio UFC/g e para serem considerados nédo
satisfatorios o grupo 1 deve ter valores superiores a 0 logio UFC/g e para o grupo 2 e 3
devem ter valores superiores a 2,0 logio UFC/g (INSA, 2019).

Os coliformes totais e E. coli ndo foram detetados tanto nas matérias-primas (mel
e pao de abelha) como na mistura TO, estando dentro dos limites estabelecidos. Por outro
lado, podemos constatar que S. aureus foram encontrados em niveis baixos nas matérias-
primas (mel 1,60 logio UFC/g; pdo de abelha 1,48 logio UFC/g), ndo tendo sido detetados
na mistura (Figura 22). O INSA (2019) ndo apresenta ou nao estabelece limites para os
coliformes totais e para os S. aureus. No entanto, esses resultados mostram uma
manipulacdo adequada dos produtos, sugerindo Boas Praticas de Higiene.

Comparando 0s nossos resultados do péo de abelha com os resultados encontrados
por Smati (2022) sobre os coliformes, mostraram tendéncias diferentes, em que o valor

encontrado foi mais alto do que o nosso (3,40 logio UFC/g).
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Matérias primas

Figura 22: Avaliacdo de Staphylococcus aureus nas matérias-primas e na mistura TO.

4.1.3.4. Esporos de clostridios sulfito-redutores
Os esporos de clostridios sulfito-redutores sdo indicadores de seguranca alimentar

ou de higiene geral (Lopes, 2013).

Para a contagem nas amostras analisadas estes microrganismos foram encontrados
em niveis baixos no pao de abelha (0,82 logio UFC/g) e na mistura TO (0,82 logio UFC/g)
(Figura 23). No mel estes microrganismos ndo foram detetados nas amostras analisadas.

A INSA (2019) ndo apresenta ou ndo estabelece limites para os esporos de

clostridios sulfito-redutores.

Esporos de clostridios redutores de sulfito

log10 UFC/g
[a—y

0 —
Mel Pao de abelha Mistura
Matérias primas

Figura 23: Avaliacdo dos esporos de clostridios sulfito-redutores nas matérias-primas e na mistura TO.
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4.1.3.5. Bactérias do &cido latico

Dado o péao de abelha ser um produto apicola que resulta da fermentacéo latica do
polen apicola, € importante para o nosso estudo realizar a analise das bactérias do acido
latico (LAB).

Considerando a Figura 24, podemos constatar que os resultados obtidos foram
detetados em niveis baixos nas matérias-primas (mel 1,50 logio UFC/g; pdo de abelha
1,30 logio UFC/g). Para a mistura TO ndo foram detetadas bactérias do acido latico no
produto.

A INSA (2019) ndo apresenta ou estabelece limites para as bactérias do acido

latico.

Bactérias do acido latico

log10 UFC/g

Mel Pio de abelha Mistura
B Matérias primas Mistura TO

Figura 24: Avaliacdo das bactérias do acido latico nas matérias-primas e na mistura TO.
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4.2. Avaliacéo da estabilidade da mistura durante o armazenamento

Apos a caracterizacao fisico-quimica e microbiol6gica da mistura do pdo de abelha
com o mel, foi realizada a avaliacdo da sua estabilidade durante um periodo de
armazenamento de 6 meses, & temperatura ambiente. Durante este periodo, foram
avaliadas caracteristicas fisico-quimicas, como é o caso da cor, pH, acidez livre, atividade
da agua, humidade, teores de cinza, proteina, gordura e agUcares, para além do teor de
compostos fenolicos totais, teor de flavonoides e avaliagdo da atividade antioxidante,
apresentados na secdo 5.1. Relativamente a estabilidade microbioldgica, foram avaliados
parametros como mesofilos aerobios, bolores e leveduras, coliformes totais, E. coli, S.

aureus e bactérias do &cido lactico, que se encontram apresentados na secéo 5.2.

4.3. Estabilidade fisico-quimica
43.1. Cor

A estabilidade no que se refere as caracteristicas sensoriais € bastante importante,
visto que sdo essas alteracbes que o consumidor mais facilmente consegue detetar,
associando-as, na maioria das ocasides, a uma perda de qualidade do produto. Na Figura
25, apresentam-se 0s valores para 0s parametros da cor que foram avaliados através do
sistema de coordenadas CieLAB.

Com excepcdo da coordenada a”, para todas as restantes foram registadas
diferencas significativas (p < 0,05) durante 0 armazenamento. Para a luminosidade e
angulo de tonalidade, relacionadas, respetivamente, com as coordenadas L* e h,
verificou-se uma diferenca significativa nos seus valores entre os 3 (Mistura T3) e 0s 6
meses (Mistura T6) de armazenamento. No caso das coordenadas b* e C*, registaram-se
diferencas entre a mistura recém-preparada (Mistura TO), as misturas armazenadas
durante 1 més (Mistura T1) e as misturas armazenadas durante 6 meses (Mistura T6).
Apesar das diferencas registadas ao longo do armazenamento, convém salientar que estas
ndo foram perceptiveis através da inspecdo visual das misturas ao longo do tempo. De
qualquer das formas, ndo sera de excluir a possibilidade da existéncia de algumas reagdes

com impacto na coloragéo do produto, nomeadamente as reagdes de acastanhamento ndo

74



enzimatico, também conhecidas como reacdes de Maillard, que ocorrem entre residuos

de aminoé&cidos e agucares redutores.

Cor
80
70 I
60
50 !
40 I .
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X |
L* (C) a* (C) b* (C) C* (O) h (©)

BTO mT1 »nT3 = T6

Figura 25: Avaliac¢do da cor da mistura ao longo do tempo de armazenamento.

4.3.2. pH e acidez livre

Relativamente ao valor do pH da mistura de péo de abelha com mel, foi possivel
observar que os valores variaram entre 3,4 e 3,7, durante 0s 6 meses de armazenamento.
No entanto, apesar de se terem registado diferencas estatisticamente significativas entre
os valores para o pH da amostra no inicio do seu armazenamento, apos 3 e 6 meses de
armazenamento, a extensdo das mesmas ndo devera afetar a estabilidade do produto
obtido.

A avaliacdo da acidez livre da mistura do pdo de abelha com mel, apresentada na
Figura 26, mostra que o parametro em questdo apresentou valores que variaram entre
100,35 e 132,01 meq/kG, ao longo dos 6 meses de armazenamento, mas que, no entanto,
essas diferencas ndo sdo significativas do ponto de vista estatistico. Este resultado, em
conjunto, com a avaliacdo anteriormente feita relativamente ao pH, permite reforcar a

hipdtese de que a mistura permanece estavel durante os 6 meses de armazenamento.
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Figura 26: Avaliacdo do pH e da acidez livre na mistura ao longo tempo de armazenamento.

4.3.3. Teor de humidade e atividade da agua (aw)

Para além dos parametros anteriormente referidos, a humidade e a atividade da
agua sdo também aspetos importantes no que se relaciona com a estabilidade da mistura
do péo de abelha com o0 mel. Como se pode observar na Figura 27, regista-se uma ligeira
tendéncia para a reducdo do teor de humidade da mistura ao longo do armazenamento,
mas que do ponto de vista estatistico ndo se revelou ser significativa. No que se refere a
atividade da agua, verificou-se uma ligeira tendéncia para o aumento do seu valor, tendo
variado entre 0,53, para a mistura recém preparada, e 0,57, ao fim de 6 meses de
armazenamento. Apesar de estatisticamente significativa, a extensdo da variacdo €
relativamente reduzida, o que, em conjunto com o facto de estarmos a falar de valores
inferiores a 0,60, nos da boas garantias em termos da estabilidade e seguranca alimentar

do produto resultante da mistura do péo de abelha com o mel.
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Figura 27: Percentagem do teor de humidade e da atividade da agua na mistura ao longo tempo de armazenamento.

4.3.4. Teores de cinzas, proteinas e gorduras

Os resultados relativos a avaliacdo dos teores de cinza, proteina, gordura da
mistura do pdo de abelha com o mel, durante os 6 meses de armazenamento sdo
apresentados na Figura 28. No que se refere a estes parametros, que se encontram
diretamente relacionados com o valor nutricional da mistura do pao de abelha com o mel,
verificaram-se variagcdes para o teor de cinza, proteina, gordura entre 0,72 e 0,77 %, 6,01
e 6,40%, 1,89 e 2,78 %, respetivamente. Para todos os parametros avaliados, embora se
registem algumas ligeiras variagfes, nenhuma se revelou ser estatisticamente
significativa, o que sugere uma estabilidade para a mistura obtida, também do ponto de

vista nutricional.
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Figura 28: Percentagem de cinzas, proteinas e gorduras, na mistura ao longo tempo de armazenamento.
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4.3.5. Teor de hidratos de carbono e agucares

No que diz respeito aos hidratos de carbono, verificaram-se variag0es entre 77,52
e 82,03 %, embora se tenha registo ligeiras variagdes, ndo se revelou ser estatisticamente
significativa, o que sugere uma estabilidade para a mistura obtida.

Tal como sucedeu para a caracterizacdo da mistura do péo de abelha com o mel, a
avaliacdo dos acgUcares presentes ao longo do periodo de 6 meses de armazenamento, foi
realizada através da técnica de HPLC, tendo-se detetado apenas a presenca de glucose e
frutose. Na Figura 29, é possivel verificar a variagdo dos dois monossacarideos durante
0 armazenamento. Para a frutose, os resultados obtidos variaram entre 25,79 e 29,91
9/100g, enquanto para a glucose os resultados registados estdo compreendidos entre 17,36
e 21,23 g/100g, ao longo dos 6 meses de armazenamento. Mais uma vez, as variagdes
registadas sdo relativamente reduzidas e, do ponto de vista estatistico, ndo sdo
significativas. Desta forma, o resultado estd em consonéancia, e vem reforcar, o que tinha
sido previamente registado no caso dos hidratos de carbono, onde se incluem os agucares,
permitindo concluir que, do ponto de vista nutricional, estamos na presenca de um

produto que apresenta estabilidade durante o tempo de armazenamento avaliado.
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Figura 29: Avaliacéo do teor de hidratos de carbono, da frutose e glucose na mistura ao longo.

4.3.6. Compostos fendlicos totais, flavondides e atividade antioxidante

Relativamente aos compostos fendlicos totais, flavondides e respetiva atividade
antioxidante, os resultados encontram-se apresentados na Figura 30. Para 0s compostos
fendlicos totais, verificou-se uma tendéncia, estatisticamente significativa, para o
aumento do teor de compostos fendlicos ao longo do periodo de armazenamento: quando
a mistura é preparada, registou-se um teor de compostos fendlicos totais de 4,35 mg
GAE/qg, e no final de 6 meses de armazenamento esse valor aumentou para 8,30 mg
GAE/qg. Este resultado podera indicar que, durante o armazenamento da mistura do péo
de abelha e mel, existe algum tipo de processo, como a hidrolise da ligacdo a outros
compostos, como é o caso de monossacarideos, que poderd facilitar a extracdo dos

compostos fendlicos e sua posterior quantificacdo. J& em relagdo aos compostos
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flavonoides, ndo foi registada qualquer variagdo estatisticamente significativa no seu teor
ao longo dos 6 meses de armazenamento. Relativamente a atividade antioxidante,
expressa como a % de inibicdo, foi possivel verificar a existéncia de variacGes
estatisticamente significativas, nomeadamente entre os valores para as misturas
armazenadas durante 1 més e as misturas armazenadas durante 3 e 6 meses: 55,1%, 41,0
% e 39,2%, respetivamente. De facto, a Figura 30 mostra que ndo existe uma redugéo na
atividade antioxidante durante o primeiro més de armazenamento, mas que a partir desse
momento se verifica uma redugcdo na % de inibicdo, o que traduz uma perda de
bioatividade, apesar do aumento registado durante 0 armazenamento, na quantidade de
compostos fendlicos detetados. De uma forma geral, os compostos fendlicos sdo
reportados como sendo responsaveis por uma diversidade de atividades biol6gicas, entre
elas a atividade antioxidante. No entanto, a extensdo da sua bioatividade e bastante
influenciada por fatores, como a exposi¢do a luz, temperatura, presenca de outros
compostos, etc.... Num estudo realizado por Smati (2021), verificou-se que a atividade
antioxidante do p&o de abelha armazenado a temperatura ambiente se manteve inalterada
durante um periodo de armazenamento de 6 meses. Desta forma, o resultado obtido no
presente trabalho, deixa em aberto a possibilidade de que a que a presenga do mel podera,

de alguma forma, ter influéncia na reducdo da atividade antioxidante que foi verificada.
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Figura 30: Teor de fendis totais, flavondides e atividade antioxidante na mistura ao longo tempo de armazenamento.
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4.4. Estabilidade microbioldgica

Os resultados obtidos para os parametros microbiolégicos da mistura ao longo do
tempo estdo apresentados na Figura 31. Os valores para os mesofilos aerébios variaram
entre 2,33 e 3,12 logio UFC/g ao longo da conservagdo, ndo apresentando diferencas
significativas durante o periodo de conservacao.

Os bolores na mistura foram detetados em niveis baixos durante o0 armazenamento,
entre 2,52 e 2,56 logio UFC/g, mantendo-se estaveis ao longo dos 6 meses de
armazenamento. As leveduras apresentaram valores que variaram entre ndo detetado e
2,61 logi0 UFC/g (Figura 31). Apesar das variacGes observadas, as diferencas ao longo
do tempo ndo foram significativas. Mais uma vez, os baixos valores registados
encontram-se muito proximos dos limites de detecdo, o que pode levar a maiores desvios
analiticos.

Na Figura 31 podemos ver que o0s esporos de clostridios sulfito-redutores
apresentaram uma diminuicdo no decorrer do tempo de armazenamento, de 0,82 logio
UFC/g em TO para indetetavel ap6s 1 a 6 meses de armazenamento.

Os coliformes totais, E. coli, S. aureus e as bactérias do &cido latico ndo foram

detetados na mistura ao longo do tempo de armazenamento.

De acordo com os resultados microbiologicos apresentados acima, a mistura
demostrou ser estavel durante o tempo de armazenamento, porque a medida que
aumenta o tempo de armazenamento, 0s microrganismos mantém-se estaveis ao longo

do tempo.
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Figura 31: Avaliacdo microbiolégica da mistura ao longo tempo de armazenamento.
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5. Conclusoes

O presente estudo demostrou que relativamente a avaliacdo da estabilidade, a
atividade da &gua, o pH, a cor, a atividade antioxidante (DPPH) e os compostos fendlicos
foram influenciados pelo tempo, mas a influéncia ndo foi significativa de forma a
interferir na composicdo da mistura. Porém, o tempo ndo apresentou um efeito
significativo sobre o contetido de proteinas, gorduras, cinzas e hidratos de carbono, sobre
o teor de humidade, flavonoides, acidez livre e agucares.

Podemos concluir que a mistura de pdo de abelha e mel ao ponto de vista
nutricional apresentou ser interessante e equilibrada, devido as suas caracteristicas
apresentadas ao longo do periodo de armazenamento de seis meses, assim preservando a
qualidade nutricional, a estabilidade microbiologica e carateristicas da mistura. Uma
possivel explicacdo para a reducdo da atividade antioxidante, que se verificou durante o
armazenamento, podera estar relacionada com a influenciada de muitos fatores, como a
exposicdo a luz, temperatura, presenca de outros compostos, mesmo com uma quantidade
de compostos fendlicos que aumenta longo do tempo, no entanto para confirmar esta
hipGtese sera necessario a realizacdo de estudos posteriores. A mistura de péo de abelha
e mel evidenciou uma elevada estabilidade microbiolégica durante o periodo de
armazenamento avaliado.

Da avaliacdo efetuada no presente estudo, pode-se concluir que a mistura de mel
e pdo de abelha na proporcdo de 70:30 parece ser uma boa opg¢do de utilizacdo e
valorizacdo do péo de abelha pelos produtores, permitindo assim aumentar o rendimento
obtido na pratica apicola.

Além das suas caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais, e da elevada
estabilidade, ¢ um alimento de facil consumo e ndo requer nenhuma preparacédo por parte
do consumidor, sendo uma alternativa ideal para ser usado no pequeno-almoco ou
lanches.

Em caso de comercializacdo desse produto, seria bom ponderar a sua
comercializacdo em uma embalagem que o protegesse, por exemplo da acédo da luz e de
outros fatores que poderiam o prejudicar.

Em um futuro estudo, aconselhava a investigar o que leva a perda da atividade

antioxidante e o aumento dos compostos fendlicos, estudar os diferentes tipos de

86



embalagens para mistura, para verificar se esta relacionado com isso, vendo qual é a
embalagem mais adequando se é um vidro mais opaco ou um mais transparente. E

também o efeito da luz sobre o produto.
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Anexo

Andlise polinica do mel

Polen Total [Polen nectariferas* Polen Total | Pélen nectariferas*
FAMILIA /Tipo polinico % h % FAMILIA (Tipo polinico % N %
APIACEAE APIACEAE
APIACEAE Tipo Oenanithe crocata 5 037 5 049 BORAGINACEAE| Echium sp. 54 398 | 4 525
ASTERACEAE [ASTERACEAE CISTACEAE Cistus ladanifer 130 9.58
ASTERACEAE Galaciites tomentosa 13 096 13 126 CISTACEAE Cistuis sp. 102 752
ASTERACEAE Tipo Calendlla arvensts 1 0,07 1 0.10 FABACEAE Tipo Genista hirsuta 393 2896 | 393 38,19
ASTERACEAE Tipo Crepis capillaris 1 0.07 1 0.10 FAGACEAE Quercus sp. 67 494
BORAGINACEAE [BORAGINACEAE LAMIACEAE Lavandula sp. 347 2557 | a4 33,72
BORAGINACEAE Echium sp. 54 398 54 525
BORAGINACEAE Anchusa sp. 2 0.15 2 0.19
BORAGINACEAE Omphalodes sp. 34 251 34 330
BRASSICACEAE [BRASSICACEAE
BRASSICACEAE Tipo Brassica napus 2 0.15 2 0.19
CAMPANULACEAE CAMPANULACEAE
CAMPANULACEAE Jasione montana 5 037 5 049
CISTACEAE CISTACEAE
CISTACEAE Cistus ladanifer 130 958
CISTACEAE Cistus sp. 02 752
CISTACEAE Helianthmnum 1 007
CONVOLVULACEAE CONVOLVULACEAE 1 0,07 1 0.10
CYTINACEAE CYTINACEAE
CYTINACEAE Cyitnuss sp. 37 2m 37 3,60
ERICACEAE Erica sp. 1 0,07 1 0,10
FABACEAE FABACEAE
FABACEAE Tipo Genista hirsuter 393 2896 | 393 38.19
FABACEAE Trifolium sp. 2 0.15 2 019
FAGACEAE FAGACEAE
FAGACEAE Quercus sp. 61 494
LAMIACEAE LAMIACEAE
LAMIACEAE Lavandida sp. 347 2557 | 347 33,7
LAMIACEAE Rosmarinus officinalis 2 015 2 018
MYRTACEAE MYRTACEAE
MYRTACEAE Eucalyptus sp. 3 022 3 2
MYRTACEAE Myritus communis 16 118 16 155
OLEACEAE OLEACEAE
OLEACEAE Olea europaea 25 134
OXALIDACEAE OXALIDACEAE
OXALIDACEAE Oxalis pes-caprae 1 0,07 1 0,10
PINACEAE PINACEAE 1 007
PLANTAGINACEAE PLANTAGINACEAE
PLANTAGINACEAE Anarrhimm bellidifolinm 36 265 36 3.50
PLANTAGINACEAE Plantago sp. 1 X
POLYGONACEAE POLYGONACEAE
POLYGONACEAE Tipo Rumex acetosa 1 007
PUNICACEAE PUNICACEAE
PUNICACEAE Punica granatum 18 133 18 1,75
RESEDACEAE RESEDACEAE
RESEDACEAE Sesamoides sp. ou Reseda sp. 1 007 1 0.10
RUTACEAE RUTACEAE
RUTACEAE Citrus sp. 2 015 2 019
SALICACEAE SALICACEAE
SALICACEAE Saitx sp. 30 221 30 292
Outros 2 2 214
TOTAL 1029 100
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Andlise polinica do péo de abelha

Polen Total [Polen nectariferas*
FAMILLA Tipo polinico N % N %

ARALIDACEAE ARALIDACEAE

ARALIDACEAE Hedera helix 1 0.10 #DIV/0!

ASTERACEAE ASTERACEAE

ASTERACEAE Tipo Crrepis capillaris 6 058 #DIV/0!

ASTERACEAE Centaurea sp. 0 097 #DIVI0!

BORAGINACEAE (BORAGINACEAE

BORAGINACEAE Echitm sp. 6 348 #DIV/0!

BRASSICACEAE [BRASSICACEAE

BRASSICACEAE Tipo Brassica napus 8 077 #DIV/0!

CAMPANULACEAE CAMPANULACEAE

CAMPANULACEAE Jasione moniana ® 687 #DIV/0!

CARYOPHILLACEAE CARYOPHILLACEAE

CARYOPHILLACEAE Corrigiola sp. 3 242 #DIV/0!

CISTACEAE CISTACEAE

CISTACEAE Cistus sp. 7 068 #DIVI0!

CISTACEAE Cistus ladanifer 4039 #DIV/0!

CONVOLVULACEAE CONVOLVULACEAE 1 0.10 #DIV/0!

CRASSULACEAE CRASSULACEAE

CRASSULACEAE Sedum sp. 15145 #DIV/0!

FABACEAE FABACEAE

FABACEAE Vicia sp. 1 0,10 #DIV/0!

FABACEAE Trfolium sp. 38 367 #DIVI0!

FABACEAE Tipo Cytisus striatus 30 280 #DIV/0!

FABACEAE Dorycnium 1 0.10 #DIV/0!

FAGACEAE FAGACEAE

FAGACEAE Quercus sp. 4 03 #DIV/0!

FAGACEAE Castanea sativa 460 4444 #DIV/0!

LAMIACEAE LAMIACEAE 2 203

LAMIACEAE Thymus sp. 13 12

LAMIACEAE ZLavandula sp. 27 261

LILIACEAE LILIACEAE 1 0.10

PLANTAGINACEAE [PLANTAGINACEAE

PLANTAGINACEAE Piantago sp. 18 LM #DIV/0!

POACEAE [POACEAE 4 03 #DIV/0!

POACEAE Zeamays 1 010 #DIVI0!

RESEDACEAE RESEDACEAE.

RESEDACEAE Sesamoides sp. ou Reseda sp. 56 54l #DIVI0!

ROSACEAE ROSACEAE.

ROSACEAE Rubus sp. 144 1391 #DIV/0!

ROSACEAE Prumus sp. 3 029 £DIV/0!

ROSACEAE Crataegus monogyna 2 0,19 #DIV/0!

SIMAROUBACEAE SIMAROUBACEAE

SIMAROUBACEAE Adlamthus alfissima 1 0.10 #DIV/0!

SOLANACEAE SOLANACEAE 4 03 #DIVI0!

THYMELAEACEAE THYMELAEACEAE

THYMELAEACEAE Daphne gnidium 1 010 #DIV/0!
Outros £DIV/0!
TOTAL 0 #DIV/0!

Polen Total
FAMILIA /Tipo polinico N° %
|BorRaGINACEAE | Echmm sp | 36 348
CAMPANULACEAE Jasione montana 69 6,67
FABACEAE Trifolium sp. 38 3,67
FAGACEAE Castanea sativa 460 44,44
[RESEDACEAE Sesamoides sp. ou Re. 56 541
ROSACEAE Rubus sp. 144 1391
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